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1.  Einleitung und Zielstellung 
 
Der Erhöhung des Anteils stabkerniger neutrophiler Granulozyten an der Gesamtzahl 
der neutrophilen Granulozyten im peripheren Blut, einer Kernlinksverschiebung, wird 
bei der Diagnostik, insbesondere bei der Verlaufsuntersuchung infektiöser und 
entzündlicher Erkrankungen, große Bedeutung beigemessen. Auch die Gesamt-
Leukozytenzahl im peripheren Blut ist ein in diesem Zusammenhang geradezu 
obligatorischer Parameter. 
Das Verhalten des Aktivitätsniveaus der leukozytären alkalischen Phosphatase 
(leukoAP) wird demgegenüber in aller Regel nicht beachtet. Dabei ist - allerdings nur 
für den Menschen - die gegenseitige Abhängigkeit der Parameter leukoAP-Aktivität 
und Kernlinksverschiebung der neutrophilen Granulozyten gesichert (HIRSCH 1982), 
wobei diese Erkenntnis auf der Auswertung zytochemischer Untersuchungen beruht, 
die im Ergebnis zu semiquantitativen Angaben (Index) zur Enzymaktivität geführt 
haben. 
In der vorliegenden Arbeit werden folgende Zielstellungen verfolgt: 
 
h ein Verfahren der Präparation von peripheren Leukozyten des Rindes 
zur durchflußzytometrischen Bestimmung der relativen Aktivität der leukoAP 
an die Bedingungen beim Rind anzupassen. Die Durchflußzytometrie bietet 
die Möglichkeit, Parameter sehr schnell in einer großen Anzahl von Zellen 
einer Probe mit einem hohen Grad der Präzision und Richtigkeit zu 
bestimmen, was einen wesentlichen Fortschritt gegenüber der bisher üblichen 
Bestimmung des leukoAP-Index in Blutausstrichen darstellt, 
h mit der für Rinder adaptierten Methode Referenzwerte der relativen 
leukoAP-Aktivität im peripheren Blut für verschiedene Altersgruppen von 
gesunden Kälbern und Jungrindern sowie für Milchkühe in unterschiedlichen 
Laktationsstadien zu ermitteln, 
h bei Rindern mit entzündlichen Erkrankungen zu prüfen, ob eine 
Kernlinksverschiebung der neutrophilen Granulozyten und abweichende 
Gesamt-Leukozytenzahl mit einer Aktivitätsänderung der leukoAP in den 
neutrophilen Granulozyten des peripheren Blutes einher geht und inwieweit 
diese als Parameter für die Diagnostik entzündlicher Vorgänge im 
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Zusammenhang mit veterinärmedizinisch und wirtschaftlich relevanten 
Erkrankungen der Milchkuh geeignet ist. 
h Die Überprüfung der klinischen Relevanz des Parameters leukoAP an 
erwachsenen Rindern mit entzündlichen Erkrankungen soll letztendlich zu 
einer Aussage über die Anwendbarkeit des beschriebenen Verfahrens unter 
den Bedingungen von Klinik und Praxis führen. 
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 2.  Literaturübersicht 
 
2.1  Leukozytäre alkalische Phosphatase in der Human- und Tiermedizin 
 
2.1.1  Biochemische Charakteristika, Lokalisation und Funktionen 
 
Über eine leukoAP beim Menschen berichteten zuerst KAY (1929) und ROCHE 
(1931). Daneben ist bislang in neutrophilen Granulozyten von Kaninchen, Ratten, 
Hamstern, Affen, Rindern, Pferden und Schweinen leukoAP dargestellt worden 
(DRESSLER u. MACH 1967, BURVENICH u. VAN DER STOCK 1975). Der früher 
vertretenen Ansicht, dass Hunde und Katzen nur leukoAP-negative neutrophile 
Granulozyten aufweisen, stehen die Ergebnisse der Untersuchungen von 
VOLLQUARDSEN (1977) gegenüber, der bei 5 bis 20 % der untersuchten Hunde 
und Katzen in den neutrophilen Granulozyten leukoAP-Aktivität in geringer 
Ausprägung färberisch nachweisen konnte. 
Menschliche leukoAP besteht aus 524 Aminosäuren und zeigt in der Molekülstruktur 
hydrophobe Bereiche, die möglicherweise als Membran-Koppel-Zonen dienen 
(WEIDNER 1978, CHIKKAPPA 1992). Sie ist nach Art der Esterspaltung zu den 
Phosphomonoesterasen zu zählen und hat ihr Wirkungsoptimum bei pH 9,4. Der 
Metamyelozyt wird beim Menschen als jüngstes leukoAP-Aktivität aufweisendes 
Glied der Zellinie angesehen (RENNER 1974, OKUN u. TANAKA 1978). 
Hinsichtlich Antigenstruktur und Aminosäuresequenz ist die menschliche leukoAP mit 
dem Leber-, Nieren- und Knochen-AP-Isoenzym jeweils identisch (MCCOY et al. 
1965, GAINER u. STINSON 1982). 
YASUURA et al. (1985 b) untersuchten verschiedene biochemisch-physikalische 
Eigenschaften von AP aus bovinen neutrophilen Granulozyten auf ihre Eignung als 
Abgrenzungsparameter zu anderen Isoenzymen der AP. Danach hemmen L-Histidin, 
Imidazol und L-Homoarginin die leukoAP-Aktivität boviner neutrophiler Granulozyten 
im Gegensatz zu L-Phenylalanin. Somit ist die bovine leukoAP in die Gruppe der AP-
Isoenzyme vom Leber- und Knochentyp einzuordnen. Dieser Gruppe gegenüber 
stehen die AP vom plazentaren und intestinalen Typ, die durch L-Phenylalanin und 
nicht durch Imidazol oder L-Homoarginin in ihrer Aktivität gehemmt werden können.  
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Diese Gruppeneinteilung ist von FISHMAN (1974) zur Einordnung der AP-Isoenzyme 
der Säugetiere vorgeschlagen worden. 
Schon DECHATELET et al. (1971) stellten die Hemmung der leukoAP-Aktivität 
humaner neutrophiler Granulozyten durch eine Reihe von Aminosäuren fest, wobei 
die deutlichste Hemmung mit Cystein und Histidin zu erreichen ist, die in 
Konzentrationen von 3 mmol/l einen Abfall der leukoAP-Aktivität auf 1 % der 
Kontrolle verursachen. In dieser Studie wird die Chelatbildung der Aminosäuren mit 
Zink als Inhibitionsmechanismus postuliert, da sich die Hemmung durch Zufuhr von 
Zink-Ionen als vollständig reversibel erweist. Dies bestätigen die Ergebnisse der 
Untersuchungen von VALENTINE (1960) und MCCOY et al. (1965) an humaner 
leukoAP, von CASTLE et al. (1984) an porciner leukoAP und von VERGNES et al. 
(1990) an leukoAP von Schafen, bei denen die leukoAP-Aktivität vom Zinkgehalt des 
Mediums abhängig war. 
Auch Levamisol in Konzentrationen ab 0,5 mmol/l bewirkt eine komplette Hemmung 
der leukoAP-Aktivität boviner neutrophiler Granulozyten (JALANKA u. LINDBERG 
1975). Die leukoAP anderer Spezies reagieren weniger empfindlich (Pferd) oder 
empfindlicher (Ratte) auf Levamisol. 
Die Hitzeempfindlichkeit der bovinen leukoAP ist durch 50 %igen Aktivitätsverlust bei 
56 °C (20 min, pH 7,5) gekennzeichnet und entspricht damit den Aktivitätswerten des 
Leber-Isoenzyms. 
Der Km-Wert der bovinen leukoAP für p-Nitrophenylphosphat bei pH 10,0 wird von 
YASUURA et al. (1985 a) mit 1,69 mM angegeben. Damit zeigt das Isoenzym in 
dieser Eigenschaft Parallelen zum Knochen- und zum Plazenta-Isoenzym. Im 
Gegensatz dazu erweist sich die Ermittlung der Halbwertszeit des Enzyms in 
Harnstoff-haltigen Medien als geeigneterer Parameter für die analytische 
Abgrenzung der bovinen leukoAP von anderen AP-Isoenzymen. Die Halbwertszeit 
liegt mit 30 min. (3 M Harnstoff, 37°C, pH 7,5) zwischen denen vom Leber- und 
Knochen-Isoenzym (10 bzw. 6 min. unter o. g. Bedingungen) sowie Plazenta-
Isoenzym (3 h bei 8 M Harnstoff, 37 °C und pH 7,4) (YASUURA et al. 1985 a). 
Eine weitere Aufgliederung der menschlichen leukoAP in heteromere Isoenzyme 
gelingt elektrophoretisch (WRAY 1982), was beim Rind nicht bestätigt werden kann, 
bei dem vielmehr die biochemische Homogenität der leukoAP in neutrophilen 
Granulozyten nachgewiesen wurde (HEYNEMAN u. BURVENICH 1992). Letzterem  
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stehen die Ergebnisse der Untersuchungen von GORANOV (1977) gegenüber, der 
mittels Agargelelektrophorese in boviner leukoAP drei Isoenzymfraktionen darstellte 
und bei Schaf, Ziege und Schwein jeweils zwei leukoAP-Fraktionen elektrophoretisch 
auftrennte. 
Die leukoAP katalysiert neben Hydrolysereaktionen auch Transphosphorylierungs- 
und Synthesevorgänge und erfüllt Aufgaben bei der Aufnahme oder Sekretion von 
Stoffen an Membranen. LeukoAP findet sich beim Menschen und beim Rind neben 
anderen Hydrolasen und Oxidasen in den spezifischen Granula der neutrophilen 
Granulozyten und wird im Verlaufe der Phagozytose ins Zytoplasma und in die 
Endozytosevakuolen freigesetzt (BAUER-SIC 1963, MERKER 1965). 
Über die Beteiligung der leukoAP am bakteriziden System der neutrophilen 
Granulozyten liegen widersprüchliche Angaben vor. Während bei weiter 
zurückliegenden Untersuchungen eine Beteiligung der leukoAP bei der Phagozytose 
aufgrund der Freisetzung auch dieses Enzyms aus den sekundären Granula der 
neutrophilen Granulozyten im Rahmen der Degranulation vermutet wurde, weisen 
DECHATELET et al. (1979) auf den fehlenden Zusammenhang zwischen leukoAP-
Aktivität und bakterizider Funktion humaner neutrophiler Granulozyten hin. Ihre 
Auffassung stützt sich auf die Auswertung der bakteriziden Eigenschaften der 
neutrophilen Granulozyten eines Patienten mit außergewöhnlich niedriger leukoAP-
Aktivität sowie auf Parallelversuche an leukoAP-gehemmten (L-p-Bromolevamisol) 
normalen neutrophilen Granulozyten. Die leukoAP-defizienten bzw. -gehemmten 
Granulozyten sind dabei im gleichen Maße wie Zellen mit normaler leukoAP-Aktivität 
in der Lage, Staphylococcus aureus und Escherichia coli zu phagozytieren und 
abzutöten. Weiterhin demonstrierten HEYNEMAN und BURVENICH (1992) in 
Untersuchungen am Modell der bovinen Mastitis, dass die ansteigende leukoAP-
Aktivität keine statistisch zu sichernden Abhängigkeit zu dem ebenfalls mit der 
Entzündung verbundenen Anstieg der Aktivität reaktiver Sauerstoffverbindungen in 
neutrophilen Granulozyten zeigte, was die Vermutung erhärtete, dass die leukoAP 
nicht in die bakteriziden Aktivitäten der neutrophilen Granulozyten involviert ist. 
Aus neueren Untersuchungen ergeben sich Hinweise auf eine Funktion der AP bei 
der Endotoxin-Detoxifikation. In einem Endotoxin-induzierten Uveitis-Modell findet ein 
signifikanter Anstieg von AP im Kammerwasser statt (WICKSTROM et al. 1992). 
Erhöhte AP-Aktivitäten werden im Blutplasma von Ratten gefunden, die mit 
Endotoxin behandelt wurden (ROFE et al. 1992). Auch bei intradermaler 
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Lipopolysaccharid-Belastung von Ratten zeigen sich im Vergleich zur 
entsprechenden Kontrolle reduzierte dermale Reaktionen bei den Tieren, die mit AP-
vorbehandelten LPS-Präparaten konfrontiert werden (POELSTRA et al. 1997). 
Dieser Effekt erklärt sich aus der AP-vermittelten Abspaltung von Phosphat-Gruppen, 
die essentiell für die biologische Aktivität des Endotoxins sind, vom Endotoxin-
Molekül. In Untersuchungen von JIANG et al. (1996) an Lungengewebe von Ratten 
konnten unter LPS-Exposition gesteigerte leukoAP-Aktivitäten verzeichnet werden. 
In Untersuchungen an menschlichen neutrophilen Granulozyten zeigen sich positive 
Beziehungen von intrazellulären Endotoxin-Rezeptoren (CD 14) und leukoAP 
(WEINGARTEN et al. 1993, DETMERS et al. 1995). Dieser Zusammenhang ist für 
die bovine leukoAP nicht ausdrücklich beschrieben, allerdings werden bei 
intramammären Infektionsmodellen mit Escherichia coli bei Kühen leukoAP-
Aktivitätserhöhungen verzeichnet, die auch hier auf die Bedeutung von leukoAP beim 
LPS-Abbau hindeuten (HEYNEMAN u. BURVENICH 1992, VAN WERVEN et al. 
1998). 
 
2.1.2 Einflüsse auf Aktivitätsänderungen 
 
Das Verhältnis von meßbarer leukoAP-Aktivität und dem Alter bzw. dem 
Reifezustand des neutrophilen Granulozyten beschäftigt die mit der leukoAP 
befaßten Untersucher seit langer Zeit. Die Literatur ergibt ein vielfältiges Bild mit zum 
Teil direkt entgegengesetzten Ergebnissen und Interpretationen zu diesem Thema. 
Die allein auf der Grundlage zytochemischer Studien getroffenen Aussagen zu dieser 
Problematik differieren am weitesten voneinander. Die histochemischen 
Untersuchungen an menschlichen neutrophilen Granulozyten ergaben eine 
allgemein niedrigere leukoAP-Aktivität in Knochenmarks- und Exsudatneutrophilen 
als in zirkulierenden neutrophilen Granulozyten (LAMBERS 1962, MERKER 1965). 
Die leukoAP-Aktivität und der Anteil neutrophiler Zellen, die leukoAP enthalten, steigt 
in Blut und Knochenmark von Menschen mit bakteriellen Infektionen und aktiven 
entzündlichen Prozessen an. Diese Aktivitätszunahme unter infektiösen und 
inflammatorischen Bedingungen ist am höchsten in den Segmentkernigen, geringer 
in Stabkernigen und Metamyelozyten und noch viel geringer in Myelozyten zu 
verzeichnen (WACHSTEIN 1946, KEISER 1967). Beim Rind ist nachgewiesen, dass  
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die Steigerung der leukoAP-Aktivität unter den Umständen einer Entzündung auf die 
Steigerung der Exprimierung von leukoAP und nicht auf die Aktivierung weiterer Iso- 
enzyme zurückzuführen ist (HEYNEMAN u. BURVENICH 1992). 
Nach Abstellen des auslösenden Faktors gehen die erhöhte leukoAP-Aktivität sowie 
der erhöhte Anteil leukoAP-positiver Zellen beim Menschen innerhalb von 4 bis 5 
Tagen auf die Basiswerte zurück (SPIERS et al. 1975). CHIKKAPPA (1992) äußert 
daher die Vermutung, dass eine einmal gesteigerte leukoAP-Aktivität über die 
gesamte Lebensdauer einer Zelle hinweg persistiert, wenn man davon ausgeht, dass 
die Dauer des Durchsatzes des postmitotischen Pools neutrophiler Zellen durch 
Knochenmark und Blut unter physiologischen Verhältnissen 4 bis 6 Tage beträgt. 
Weiterhin wird auf Grundlage des Verteilungsbildes der leukoAP-Aktivität und des 
Anteils leukoAP-positiver Zellen in verschiedenen Entwicklungsstadien der 
neutrophilen Zellen in Knochenmark und Blut von CHIKKAPPA (1992) die Meinung 
vertreten, dass beide Parameter mit dem Reifegrad und dem Alter der Zellen 
ansteigen. 
WILLIAMS (1975) demonstriert mit einem mikrophotometrischen Verfahren zur 
leukoAP-Aktivitätsbestimmung eine negative Korrelation zwischen leukoAP-Aktivität 
und dem Alter von neutrophilen Granulozyten bei Ratten, wobei die 
Altersbestimmung der Zellen über Kernmorphologie und Isotopenmarkierung erfolgt. 
In diesem Experiment werden die höchsten leukoAP-Aktivitäten in den jüngsten 
zirkulierenden neutrophilen Granulozyten gefunden. 
Andererseits werden bei durch Kortisolinjektion stimulierter Ausschüttung 
Radiotracer-markierter neutrophiler Granulozyten aus dem menschlichen 
Knochenmark von BONDUE et al. (1980) signifikant niedrigere leukoAP-Indizes bei 
den markierten als bei den unmarkierten, schon vor der Ausschüttung in der 
Zirkulation befindlichen neutrophilen Granulozyten gefunden. Diese 
Untersuchungsergebnisse veranlassen die Autoren zur Korrektur der Aussage, dass 
unreifere neutrophile Granulozyten geringere leukoAP-Aktivitäten aufweisen als 
reifere. Sie weisen vielmehr darauf hin, dass die leukoAP-Aktivität in erster Linie mit 
dem Alter der neutrophilen Granulozyten positiv korreliert. Dabei wird eingeräumt, 
dass eine direkt steigernde Wirkung des Kortisols auf die leukoAP-Aktivität nicht 
ausgeschlossen werden kann. Diese Aussage wird durch VALENTINE (1954) sowie 
OKUN und TANAKA (1978) erhärtet, indem sie gesteigerte leukoAP-Aktivität beim  
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Menschen unter endogenem und exogenem ACTH- und Kortikosteroideinfluß 
fanden. Demnach ist die Steuerung der leukoAP abhängig von einer intakten 
Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse. 
Was die leukoAP-Aktivitätssteigerung im Zusammenhang mit Entzündungs-
prozessen betrifft, herrscht weitgehend Konsens. So können erhöhte leukoAP-
Indizes 48 Stunden p. op. beim Menschen (KAPLOW 1964) ebenso wie erhöhte 
leukoAP-Indizes im Frühpuerperium der Frau (POLISHUK et al. 1970) beim Rind 
nicht bestätigt werden (HUSSAIN u. DANIEL 1992). Bei Kühen mit Retentio 
secundinarum ist der leukoAP-Index signifikant erhöht, wohingegen der 
Geburtsverlauf beim Rind (Normalabkalbung oder Geburtseinleitung mit 
Dexamethason oder Sectio caesarea) den leukoAP-Index nicht beeinflußt (HUSSAIN 
u. DANIEL 1992). 
In den progesterondominierten Phasen Diöstrus und Gravidität steigt die leukoAP-
Aktivität bei Kühen an. Demgegenüber ist kein Zusammenhang nachweisbar 
zwischen leukoAP-Aktivität und Serum-Progesteronkonzentrationen bei Kühen im 
Puerperium bis Tag 38 (HUSSAIN u. DANIEL 1991). 
Beim Menschen werden erniedrigte oder fehlende leukoAP-Aktivitäten auch im 
Rahmen eines generalisierten, hereditär bedingten AP-Defizits oder sogar als 
primärer leukoAP-Mangel beschrieben (REPINE et al. 1976). 
Im Knochenmark gesunder Kühe ist die Aktivität der leukoAP in den neutrophilen 
Granulozyten höher als in den neutrophilen Granulozyten des peripheren Blutes 
(BAUER-SIC 1963). HEYNEMAN und BURVENICH (1992) fanden bei experimentell 
erzeugten Mastitiden beim Rind keine Korrelation zwischen gesteigerter leukoAP-
Aktivität und einem spezifischen Reifegrad zirkulierender neutrophiler Granulozyten. 
Die gesteigerten leukoAP-Aktivitäten auf den Infektionsreiz hin werden bei 
HEYNEMAN und BURVENICH (1992) als Resultat der Stimulation der 
Enzymexpression durch Entzündungsmediatoren im Stadium der zellulären Reifung 
im Knochenmark interpretiert. Auch nach Studien von KELEMEN (1973), SPIERS et 
al. (1975) sowie OKUN und TANAKA (1978) am Menschen bleibt die Beziehung von 
leukoAP-Aktivität zu Zellreife unklar. 
Die Vorgänge zur Auf- und Abwärtsregulation der leukoAP-Aktivität in neutrophilen 
Granulozyten werden in jüngerer Zeit durch die fortschreitende Aufklärung von 
Struktur- und Funktionsmerkmalen der Zytokine weiter erhellt. So definieren 
CHIKKAPPA et al. (1988) im Ergebnis von Untersuchungen an leukoAP-negativen 
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chronisch myeloiden Leukämiezellen des Menschen einen extrinsischen Faktor, der 
die leukoAP-Synthese in neutrophilen Granulozyten reguliert und für dessen 
Bereitstellung die Monozyten verantwortlich gemacht werden. Bei der Ermittlung der 
Identität dieses Faktors zeigt sich, dass von den primär von Monozyten exprimierten 
Zytokinen (G-CSF, Mo-CSF, IL-1α, IL-1ß) nur der G-CSF zur leukoAP-Induktion in 
neutrophilen Granulozyten befähigt ist. Da G-CSF die leukoAP-Synthese sowohl in 
chronisch-myeloisch-leukämischen als auch in normalen neutrophilen Granulozyten 
induzierte, schließen die o.g. Autoren auf die Unabhängigkeit der leukoAP-Synthese 
von der Zellproliferation bzw. den damit verbundenen DNA-Synthesevorgängen. 
Weiterhin heben HEYNEMAN und BURVENICH (1992) in Übereinstimmung mit 
KELEMEN (1973) die Rolle von G-CSF als Vermittler und das Knochenmark als Ort 
der maßgeblichen Einflußnahme auf die leukoAP-Exprimierung in neutrophilen 
Granulozyten hervor. 
CHIKKAPPA et al. (1988) beobachten leukoAP-mRNA sowohl in normalen als auch 
in G-CSF-stimulierten chronisch-myeloisch-leukämischen neutrophilen Granulozyten, 
wobei letztere vor der G-CSF-Stimulation keine und normale Neutrophile geringe 
Mengen an leukoAP-mRNA enthalten. Die Autoren äußern die Vermutung, dass G-
CSF für die posttranskriptionelle Expression von leukoAP verantwortlich ist und dass 
die niedrige leukoAP-Aktivität in neutrophilen Granulozyten von Patienten mit 
chronisch myeloischer Leukose auf einen relativen Mangel an G-CSF 
zurückzuführen ist, der durch eine extreme Verschiebung des Granulozyten-
Monozyten-Verhältnisses im Verlaufe der chronischen myeloischen Leukose zum 
Tragen kommt. 
Auch in Studien von SATO et al. (1985 a, b, 1989) wird deutlich, dass G-CSF 
leukoAP-Aktivität in normalen und leukämischen humanen neutrophilen 
Granulozyten in vitro induziert. Dieser Stimulationseffekt wird durch Interferone 
gehemmt (potentester Inhibitor: IFN-γ, das in einer Konzentration von 100 U/ml mehr 
als 90 % G-CSF-induzierter leukoAP-Aktivität hemmt) und durch Retinole signifikant 
gesteigert. IFN-α, -β u. -γ sowie GM-CSF hemmen die G-CSF-induzierte leukoAP-
mRNA-Expression (RAMBALDI et al. 1990). Diese Hemmung erfolgt für die 
Interferone über einen anderen Mechanismus als für GM-CSF, da nach der Studie 
von MIZUKAMI und SATO (1992) die GM-CSF-vermittelte Inhibition der G-CSF-
induzierten leukoAP-mRNA-Expression in humanen neutrophilen Granulozyten durch 
Retinsäure vollständig, die IFN-γ-vermittelte dagegen nur partiell aufgehoben wird. 
 9
Der Wirkungsmechanismus dieser Hemmungsneutralisation durch Retinsäure wird 
im Bereich der mRNA vermutet, da mit der Aufhebung der Enzymhemmung auch ein 
Anstieg der leukoAP-mRNA zu beobachten ist. Die Existenz eines spezifischen 
Rezeptors für humanen G-CSF an neutrophilen Granulozyten des Menschen wird 
durch UZUMAKI et al. (1988) demonstriert. 
Das Niveau der leukoAP-Aktivität und der Anteil leukoAP-positiver Zellen scheinen 
vom Nettoeinfluß einer Reihe von Zytokinen abzuhängen, die Induktion, 
Transkription und Synthese der leukoAP beeinflussen. 
RAMBALDI et al. (1990) machen deutlich, dass die genetische Grundlage für die 
Kontrolle der neutrophilen Reihe nicht identisch mit dem genetischen Material ist, das 
die leukoAP-Synthese steuert. Auch das kann als Hinweis auf die relative 
Unabhängigkeit der jeweils herrschenden leukoAP-Aktivität vom aktuellen 
Proliferationszustand der Granulozytenzellreihe verstanden werden. 
 
 
2.1.3 Verfahren zur Bestimmung 
 
Die leukoAP-Aktivitätsbestimmung wird bisher mittels histochemischer oder 
biochemischer Verfahren praktiziert. Der biochemische Nachweis, der zur 
quantitativen Angabe der Enzymaktivität führt, setzt die Freisetzung der leukoAP 
durch mechanische Zerstörung der Leukozyten voraus. Hierbei ist von Nachteil, dass 
keine Zuordnung der leukoAP-Aktivität zu bestimmten, präparatorisch trennbaren 
Leukozytenfraktionen möglich ist und keine Ergebnisse zum Verteilungsmuster der 
leukoAP in den Leukozyten resultieren. Ein mögliches Verfahren zur biochemischen 
Ermittlung der leukoAP-Aktivität ist die spektrophotometrische Erfassung der 
Umsetzungsrate von p-Nitrophenylphosphat zu p-Nitrophenol durch leukoAP in 
Homogenisaten von Leukozytenisolaten. 
Die erste histochemische Darstellung der leukoAP gelang WACHSTEIN (1946). 
KAPLOW (1964) stellte eine Methode zur schnellen Bestimmung und Lokalisation 
der Aktivität des Enzyms in Blutausstrichen vor. Diese Methode führte zur Erstellung 
von leukoAP-Indizes und besaß eine größere Bedeutung im klinisch-diagnostischen 
Bereich der Humanmedizin als die biochemische Bestimmung der leukoAP-Aktivität. 
Ausgangspunkt für die Bemühungen der Humanmedizin um die klinische 
Auswertbarkeit der leukoAP-Aktivität waren die Untersuchungen von MERKER und 
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HEILMEYER (1960) sowie von MERKER (1965), der von Aktivitätsvermehrung oder -
veminderung bis hin zum völligen Fehlen der leukoAP-Aktivität bei Erkrankungen des 
myeloproliferativen Systems, bei denen reife Leukämiezellen mit panoptischen 
Färbemethoden von normalen Granulozyten nicht unterscheidbar sind, berichtete. 
Seit Beginn der Untersuchungen zur zytochemischen Darstellung der leukoAP-
Aktivität wird das Azo-Kopplungsverfahren als Nachweismethode für leukoAP 
favorisiert (SPEEL et al. 1992). Dabei wird ein Substrat (Naphthylphosphat) und ein 
Farbentwickler (Variaminblausalz B) simultan mit den Zellen auf Blutausstrichen 
inkubiert. Das durch leukoAP dephosphorylierte Substrat verbindet sich mit dem 
Farbentwickler zum gefärbten Endprodukt, dem Azofarbstoff, der sich 
lichtmikroskopisch als braunschwarzer, diffuser und granulärer Niederschlag im 
Zytoplasma darstellt. Die Auswertung bei diesem semiquantitativen Verfahren erfolgt 
über die lichtmikroskopische Bewertung von 100 neutrophilen stab- und 
segmentkernigen Granulozyten des gefärbten Ausstrichs hinsichtlich der Stärke ihrer 
Reaktion. Die Zellen werden dabei einzeln einem 0-5-System zugeordnet; die 
Summe der in die einzelnen Klassen eingeordneten Zellen, multipliziert mit ihrem 
Klassenfaktor, ergibt die Aktivitätszahl des Ausstriches (Index, score). Bei gesunden 
Menschen finden sich durchschnittlich 32 % fermentpositive neutrophile 
Granulozyten, wobei die Reaktionsklasse 3 nicht überschritten wird, was einen 
leukoAP-Index zwischen 10 und 100 (Mittelwert bei 40) ergibt; dabei liegen leukoAP-
Indizes von Neugeborenen im Mittel zwischen 50 und 60 % über denen von 
Erwachsenen (WHITT 1963). 
Für bovine neutrophile Granulozyten liegen normale leukoAP-Aktivitäten bei 462,39 
(score-System mit Reaktionsklassen von 0 bis 5) vor (VOLLQUARDSEN 1977). 
Andere Angaben zur Höhe des leukoAP-Index beim Rind liegen bei 134,13 
(GAJAMA u. CHANDRASEKARAN 1968), 150,00 (BOYNE u. FELL 1972), 343,75 
(JAIN 1968) und 434,75 (BAUER-SIC 1963). Übereinstimmend liegt dagegen der 
Anteil leukoAP-positiver neutrophiler Granulozyten beim Rind bei den aufgeführten 
Autoren über 50 %. Weiterhin besteht weitgehend Einvernehmen darüber, dass sich 
die leukoAP in der deutlich überwiegenden Mehrzahl der bovinen neutrophilen 
Granulozyten in der Stufe der stärksten Anfärbbarkeit nachweisen läßt. 
Bovine Erythrozyten, Thrombozyten, Monozyten, Lymphozyten und basophile 
Granulozyten sind bei zytochemischen Untersuchungen grundsätzlich leukoAP-
negativ (VOLLQUARDSEN 1977). In bovinen eosinophilen Granulozyten ist leukoAP 
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granulaassoziiert in azo-gefärbten Ausstrichen beobachtet worden, wobei die genaue 
Lokalisation des Isoenzyms unklar blieb. 
 
 
2.2  Neutrophile Granulozyten als Zellen der Abwehr 
 
2.2.1  Allgemeines 
 
Die neutrophilen Granulozyten stellen eine der Grundlagen der zellulären Abwehr 
von Makroorganismen gegen mikrobielle Infektionen dar. Der Weg dieser Zellen im 
Organismus, in dessen Verlauf verschiedene Reifestadien passiert werden, führt 
vom Knochenmark, dem Ort der Hämozytopoese, über das periphere Blut und das 
Blutgefäßsystem in die Gewebe und Körperhöhlen als Orte der Entfaltung ihrer 
physiologischen Funktion. 
Nach BANUSCHER (1984) umfaßt die Granulopoese die Produktion neutrophiler, 
eosinophiler und basophiler Granulozyten, die aus identischen pluripotenten 
Stammzellen hervorgehen. Unter physiologischen Verhältnissen beträgt das 
Reifungsintervall für bovine neutrophile Granulozyten 4 bis 6 Tage (MILLER et al. 
1988). Nach dieser Zeit erscheinen die Zellen im Blut, wobei die Freisetzung der 
neutrophilen Granulozyten aus dem Knochenmark von verschiedenen humoralen, 
zellulären und histologischen Faktoren beeinflußt wird. 
Im Verlaufe der fetalen Entwicklung ist hämatopoetische Aktivität sehr früh - z. B. bei 
Hund und Katze ab der dritten Woche und beim Rind ab der vierten Woche des 
pränatalen Lebens - nachweisbar (VAN OOYEN 1977). 
Die primäre Funktion der neutrophilen Granulozyten (Mikrophagen) besteht im 
Phagozytieren und Abtöten von Mikroorganismen. 
 
2.2.2  Regulation der Granulopoese 
 
Die aufeinanderfolgenden Entwicklungsstadien neutrophiler Granulozyten sind in 
Abbildung 1 schematisch dargestellt. 
Die Grundvoraussetzung für die Aufrechterhaltung des hämatopoetischen Systems 
ist die Fähigkeit der Stammzellen zur Reduplikation. Neben dieser 
Vermehrungsteilung, die über bislang wenig bekannte Regulationsmechanismen 
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gesteuert wird, steht den Stammzellen der Weg offen in eine der 
Differenzierungsreihen, an deren Ende funktionsfähige Blutzellen stehen. Die 
Abbildung 1: Entwicklungsstadien neutrophiler Granulozyten (nach CANNISTRA u. 
  GRIFFIN 1988) 
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Impulse für den Eintritt von Stammzellen in bestimmte Differenzierungsreihen gehen 
von körpereigenen wachstumsstimulierenden Faktoren aus, die entweder direkt oder 
indirekt an Stammzellen und deren Rezeptoren angreifen. Diese 
proliferationsinduzierenden Faktoren werden als Zytokine bezeichnet, wobei für die 
neutrophile Granulopoese IL-1α, IL-3, IL-6, IL-8 sowie GM-CSF von Bedeutung sind 
(BAGGIOLINI et al. 1989). Das auch als Multi-Kolonie-stimulierender Faktor (Multi-
CSF) bezeichnete IL-3 stammt aus aktivierten B- und T-Lymphozyten und ist ein 
unspezifischer hämatopoetischer Wachstumsfaktor. Es  
existiert darüberhinaus noch der G-CSF, der wie GM-CSF in Makrophagen, 
Endothelzellen und Fibroblasten generiert wird (WEISBART et al. 1989). Darüber 
hinaus werden aktivierte T-Lymphozyten als Bildungsorte für GM-CSF und IL-3 
angesehen. 
Der genaue Wirkmechanismus von Kolonie-stimulierenden Faktoren auf 
haematopoetische Zellen bzw. ausgereifte Leukozyten ist unbekannt, obwohl 
spezielle Rezeptoren für die einzelnen Kolonie-stimulierenden Faktoren an der 
Oberfläche der von ihnen beeinflußten Zellen nachgewiesen wurden (UZUMAKI et 
al. 1988). 
Das traditionelle Granulopoese-Konzept geht von der Existenz einheitlicher 
Präkursorzellen für neutrophile, eosinophile und basophile Granulozyten, den 
Promyelozyten, aus. Neuere Untersuchungen zeigen die Möglichkeit auf, die 
einzelnen Zelllinien auf der Basis ihrer granulären Ultrastruktur und zytochemischer 
Reaktionen schon im Stadium von Myeloblasten und Progranulozyten voneinander 
abzugrenzen (FITTSCHEN et al. 1988 a). 
Die morphologische Identität der frühen Präkursorzellen bis zum Myeloblasten ist 
nach wie vor unsicher. Somit ist der Myeloblast die unreifste, sicher morphologisch 
darstellbare Zelle der granulopoetischen Reihe (FITTSCHEN et al. 1988 b). 
 
2.2.3  Funktionsmechanismen neutrophiler Granulozyten 
 
Die vorrangige Funktion neutrophiler Granulozyten besteht im Phagozytieren und 
Abtöten von Mikroorganismen, wobei die Abwehrzellen selbst bis hin zum Zelltod in 
Mitleidenschaft gezogen werden. Daher gehen Erregerinvasionen mit entsprechend 
ihrer Qualität und Quantität ausgeprägter Neutropenie oder funktionellen Defekten 
der neutrophilen Granulozyten einher. 
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 Folgende Schritte laufen im peripheren Blut und den betroffenen Geweben unter 
pathophysiologischen Bedingungen als funktionelle Antwort neutrophiler 
Granulozyten auf eine Infektion ab: 
 
 ADHÄRENZ 
In der Zirkulation befindliche neutrophile Granulozyten lagern sich aus dem 
marginalen Blutstrom an die modifizierten endothelialen Membranen an. Diese 
Modifikation entsteht durch die Präsenz einer großen Vielfalt von durch das 
abzuwehrende Agens induzierten Adhäsionsmolekülen an der Oberfläche der 
Endothelzellen (z. B. ELAM-1, ICAM-1 und ICAM-2) (ARNAOUT 1990, YONG u. 
KHWAJA 1990). Die quantitative Kapazität des Gefäßendothels zur Förderung der 
Granulozytenadhärenz wird unter pathophysiologischen Verhältnissen durch die 
Anwesenheit von Endotoxinen und Zytokinen (u.a. TNF α, IL-1) gesteigert und durch 
das Zytokin TGF-ß gehemmt (GAMBLE u. VADAS 1988). Die granulozytenseitigen 
Funktionsträger des Adhärenzvorganges sind die Rezeptoren der CD11/18-Reihe 
(LFA-1, CR3 und CR4). 
Die auf diese Weise lokalisierten und aktivierten neutrophilen Granulozyten 
passieren die Endothelzellreihe im Bereich der interzellulären Berührungszonen, 
überwinden die Basalmembran und dringen in das anliegende Gewebe vor. 
 
 CHEMOTAXIS 
Im perivaskulären Gewebe geraten die neutrophilen Granulozyten unter den Einfluß 
von Konzentrationsgradienten verschiedener chemotaktischer Substanzen 
(Chemokine). Über diese Substanzen, die über Oberflächenrezeptoren der 
neutrophilen Granulozyten auf die Zellen einwirken, werden Komponenten des 
Zytoskeletts (Mikrofilamente und Mikrotubuli) im Sinne einer gerichteten Bewegung 
der Zelle auf den Ort der höheren Konzentration der chemotaktischen Substanz und 
damit den Ort der Noxe zu beeinflußt. Die so aktivierten neutrophilen Granulozyten 
bilden kontraktile Filamente enthaltende Pseudopodien als morphologische 
Grundlage der aktiven, gerichteten Zellbewegung aus (HARVATH 1991). 
Im Sinne chemotaktischer Faktoren wirkt eine Vielzahl von im weitesten Sinne im 
Zusammenhang mit Gewebsschädigung / -zerstörung auftretenden chemischen Ver-
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bindungen. Hierbei werden Metaboliten des alterierten Gewebes (z.B. 
Komplementfaktoren, Arachidonsäureabkömmlinge, IgG- und IgM-Fragmente,  
 
Mastzell- und Thrombozytenprodukte) einerseits und exogene Faktoren in Gestalt 
von Erregern und ihren Produkten andererseits unterschieden. Auch tragen die 
aktivierten Granulozyten selbst durch die Abgabe chemotaktischer Substanzen wie 
Leukotrien B 4, PAF oder IL-1 und -8 zur Anhäufung von Abwehrzellen bei 
(NOURSHARGH et al. 1992, BAGGIOLINI et al. 1993). 
 
 OPSONIERUNG 
Unabhängig von den bisher geschilderten Vorgängen zur Mobilisierung von 
Abwehrzellen findet im Rahmen der Abwehrreaktion von Organismen eine gewisse 
Aufbereitung der abzuwehrenden Noxe statt. Dies geschieht durch Bindung von 
Opsoninen spezifisch (Serumantikörper) und unspezifisch (Faktoren des 
Komplementsystems sowie α- und ß- Globuline) über Rezeptoren an die Antigen-
Oberfläche. Durch diese Markierung wird die Haftung der Abwehrzellen an das 
Antigenpartikel ermöglicht bzw. verbessert, da viele Mikroorganismen über 
Oberflächenstrukturen verfügen, die eine Anheftung von Phagozyten erschweren. In 
bovinem Serum wird das IgG 2 als Hauptopsonin betrachtet (MILLER et al. 1988). 
 
 PHAGOZYTOSE 
Die Aufnahme des abzuwehrenden Agens in die neutrophilen Granulozyten erfolgt 
durch das Umschließen mit Pseudopodien und wird durch die beschriebenen 
Vorgänge der Chemotaxis und Opsonierung ermöglicht und gefördert. Wie die 
Chemotaxis ist die Phagozytose ein energieabhängiger Prozeß. Die Einschließung 
des abzuwehrenden Partikels mit zellulärem Material durch Konfluieren der 
Pseudopodien führt zur Bildung einer Phagozytosevakuole (JAIN et al. 1991 b). 
Die Phagozytoseaktivität von neutrophilen Granulozyten ist ihrem Reifegrad direkt 
proportional (WAAGE et al. 1991). So zeigen stabkernige neutrophile Granulozyten 
und Metamyelozyten geringere Aktivität als segmentkernige neutrophile 
Granulozyten. Bei neutrophilen Myelozyten und noch früheren Stadien der 
neutrophilen Differenzierungsreihe geht die Phagozytoseaktivität gegen Null. 
Die Phagozytosekapazität boviner neutrophiler Granulozyten wird durch erhöhte 
Gehalte von Immunglobulinen gesteigert (MILLER et al. 1988) und durch bestimmte 
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pharmakologische Einflüsse abgesenkt bzw. ebenfalls gesteigert (PAAPE et al. 
1991). 
 
 DEGRANULATION 
Mit der Phagozytosevakuole konfluieren die im Zytoplasma benachbarten primären 
und sekundären Granula. Von der selektiven Degranulation, die nur die mit der 
Phagozytosevakuole in Kontakt getretenen Lysosomen betrifft und die 
charakteristisch für die zelluläre Auseinandersetzung mit Bakterien ist, ist die 
generalisierte Degranulation im Zusammenhang mit der Aufnahme von Exotoxinen 
oder Endotoxinen abzugrenzen (WAAGE et al. 1991). 
So entsteht ein Phagolysosom, das neben der zu eliminierenden Noxe die 
lysosomalen Enzymsysteme der Abwehrzellen enthält. 
 
 MIKROBIZIDE AKTIVITÄT 
Die im Phagolysosom ablaufenden Vorgänge zur Ausschaltung des phagozytierten 
Materials sind entweder sauerstoffunabhängig oder sauerstoffabhängig. 
Unter den sauerstoffunabhängigen mikrobiziden Aktivitäten im Phagolysosom sind 
die pH-Wert-Absenkung und das Wirksamwerden verschiedener lysosomaler 
Proteasen sowie von anderen hydrolytischen Enzymen, von Laktoferrin und Lysozym 
zu nennen (ZANETTI et al. 1990). 
Die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) in den Abwehrzellen stellt einen 
weiteren effizienten Mechanismus zur Ausschaltung von eingedrungenem 
mikrobiellen Erregern dar. Durch die Stimulation der neutrophilen Granulozyten im 
Rahmen der beschriebenen Abwehrvorgänge kommt es in den Zellen zur 
allgemeinen Steigerung der metabolischen Vorgänge und damit auch des 
extramitochondralen Sauerstoffumsatzes (BADWEY u. KARNOWSKY 1980, 
HEYNEMAN et al. 1990). Die damit verbundene Freisetzung von 
Sauerstoffmetaboliten auch in den extrazellulären Raum ist unter dem Begriff 
„respiratory burst“ bekannt. Verschiedene Enzymsysteme (NADPH-Oxidase, 
Superoxid-Dismutase, Myeloperoxidase) katalysieren die Bildung der ROS in den 
neutrophilen Granulozyten (GRASSO et al. 1990, MOREL et al. 1991). Eine zentrale 
Stellung im Stoffwechsel dieser Sauerstoffabkömmlinge nimmt das 
Wasserstoffperoxid als Basis für Folgeprodukte mit starker bakterizider Wirkung ein 
(z.B. unterchlorige Säure). Außerdem spielen das Superoxid-Anion, das  
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 Hydroxylradikal und Singulet-Sauerstoff eine wichtige Rolle als Sauerstoffradikale, 
deren schädigende Wirkung auf Mikroorganismen auf der Desaminierung und 
Dekarboxylierung der mikrobiellen Proteine und Nukleinsäuren beruht (MOREL et al. 
1991). Andererseits können diese Radikale bei pathologischen Zuständen wie z.B. 
bei postischämischer Reperfusion im Überschuß gebildet werden und dann ein 
Problem für den Makroorganismus selbst darstellen, wenn die 
Regulationskapazitäten der o.g. Enzymsysteme überschritten werden (FÜRLL et al. 
2000 b). 
Beim Rind ist das Verhalten des Sauerstoffmetaboliten-abhängigen granulozytären 
Abwehrsystems unter verschiedenen Infektionsbelastungen auch mit 
durchflußzytometrischen Methoden untersucht worden (SALGAR et al. 1991, 
BURVENICH et al. 1992, SMITH u. WEIDEMANN 1993) 
 
 EXOZYTOSE 
Abgetötete Erreger bzw. deren Bestandteile aus den Phagolysosomen werden auf 
dem Weg der Exozytose aus den neutrophilen Granulozyten ausgeschleust, wenn 
die Zellen nicht infolge der Abwehrvorgänge selbst zugrunde gehen. 
Neutrophile Granulozyten sind damit an der Auslösung und Modifizierung 
(hinsichtlich Stärke und Dauer) akuter Entzündungsprozesse beteiligt. 
Neutrophile Granulozyten können ihrerseits Gewebeschäden verursachen und 
zytotoxische Effekte entfalten wie zum Beispiel antikörpervermittelte parasitizide und 
tumorizide Aktivität (NAJJAR et al. 1981). 
Auch die Abgabe endogener bioaktiver Substanzen oder ihre Produktion durch 
neutrophile Granulozyten wurde beobachtet (endogenes Pyrogen, Leukozyten-
Adhäsionsmoleküle) (SPRINGER 1990, TROWALD-WIGH u. JOHANNISSON 1993). 
Aktivierte neutrophile Granulozyten geben Zytokine wie TNF, G-CSF und M-CSF an 
ihre Umgebung ab (BAGGIOLINI et al. 1989). 
Neutrophile Granulozyten spielen eine Rolle bei der Blutgerinnung durch die 
Produktion von Prostaglandinen und Thromboxan A2 und bei der Fibrinolyse durch 
die Plasminogen-Aktivierung (BELL u. SMITH 1980). 
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2.3  Durchflußzytometrie als Grundlage für die leukoAP-Messung 
 
2.3.1  Allgemeines 
 
Mit der Durchflußzytometrie steht ein Verfahren zur Verfügung, das die sehr schnelle 
und gleichzeitige Erfassung verschiedener morphologischer und biochemischer 
Parameter einzelner Zellen gestattet. Die in einer Pufferlösung suspendierten Zellen 
passieren beim Meßvorgang einzeln und mit hoher Geschwindigkeit nacheinander 
(hydrodynamische Fokussierung) den Meßpunkt. Dort streut die von einem 
fokusierten Laserstrahl getroffene Zelle dessen Licht in für diese Zelle spezifischer 
Art und Weise bzw. innere Zell- und chemische Strukturen werden zur Aussendung 
von Fluoreszenzlicht veranlaßt (STEINKAMP 1992). Das Streu- bzw. 
Fluoreszenzlicht wird von Detektoren qualitativ (Wellenlänge) und quantitativ 
(Intensität) erfaßt. Die elektrischen Signale dieser Detektoren werden durch 
entsprechende Rechenprogramme verarbeitet und in der Auswertung auf bestimmte 
morphologische bzw. biochemische Eigenschaften der einzelnen Zelle zurückgeführt 
(MACKENZIE u. PINDER 1987). 
Speziell auch für Untersuchungen an seltener vorkommenden pathologischen 
Zellarten oder an Proben sehr geringen Umfanges ist diese Untersuchungstechnik 
gut geeignet (DUQUE u. WARD 1987). 
Für die Verhältnisse beim Rind sind Untersuchungen von Leukozyten in Blut, Milch, 
Lymphe und Uterus methodisch eingeführt (HAGELTORN u. SAAD 1986, SAAD et 
al. 1989, SAAD u. ÖSTENSSON 1990, JAIN et al. 1991 a, MILLER et al. 1993, 
ZERBE 1994). 
Die Möglichkeit zur Separierung und Gewinnung verschiedener Zellpopulationen aus 
einer Probeneinheit im Durchflußzytometer soll hier nur erwähnt werden, da dieses 
Verfahren in der vorliegenden Arbeit nicht zur Anwendung kam. Als Beispiel wäre 
hier die Möglichkeit zu nennen, mit dem Malaria-Erreger (Plasmodium falciparum) 
infizierte humane Erythrozyten von den nichtinfizierten Zellen einer Probe zu trennen 
(WHAUN et al. 1983). 
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2.3.2  Darstellung morphologischer Strukturen von Zellen 
 
Die das vom Meßpunkt ausgehende Streulicht empfangenden Fotodetektoren sind 
im Durchflußzytometer so angeordnet, dass im unterschiedlichen Winkel zum 
Achsenstrahl des Exzitationslichtes (Laser) abgehendes Streulicht separat erfaßt 
werden kann. Die Möglichkeit der Erfassung morphologischer Parameter der 
untersuchten Zellen ergibt sich aus der direkten Proportionalität zwischen Intensität 
des Vorwärtsstreulichtes (foreward scatter, FSC) und der Größe der Zelloberfläche 
sowie zwischen Intensität des im Winkel von 90° zur Laserrichtung erfaßten 
Streulichtes (side scatter, SSC) und der Größe der inneren Zelloberflächen, vor allem 
der Granuladichte und –größe (TERSTAPPEN et al. 1988, SUCIC et al. 1989). FSC 
und SSC werden einander in Diagrammen („Histogrammen“) gegenübergestellt. 
Jeder Punkt im Diagramm ist das Ergebnis der FSC- und SSC-Messung an einer 
Zelle. Die sich ergebenden "Punktwolken" repräsentieren Zellpopulationen ähnlicher 
Größe und Granularität. Durch die Analyse der Ereignishäufigkeit in den einzelnen 
"Punktwolken" kann eine Zuordnung der die Ereignisse verursachenden Zellen zu 
den einzelnen Zellarten des weißen Blutbildes mit Angabe der prozentualen 
Verteilung erfolgen (BRAYLAN 1983, WANG et al. 1987). 
 
2.3.3  Darstellung intrazellulärer Enzymaktivität 
 
Die durchflußzytometrische Messung der Aktivität bestimmter Enzyme in Zellen 
erfordert eine vorab erfolgende, intrazelluläre Reaktion des Enzyms mit einem 
spezifischen Substrat und eventuell weitere chemische Umsetzungen dieses dann 
veränderten Substrates mit dem Ziel, ein Reaktionsprodukt zu erhalten, das am Ort 
der Enzymwirkung präzipitiert und von Exzitationslicht definierter Wellenlänge zur 
Emission eines in seiner Intensität der zu ermittelnden Enzymaktivität proportionalen 
Fluoreszenzlichtes veranlaßt wird. Im Gegensatz zum klassischen enzymologischen 
Assay liegt bei der Durchflußzytometrie der Schwerpunkt darauf, dass einerseits das 
Substrat weitgehend interaktionslos die membranösen Strukturen der Zelle passiert 
und andererseits das Präzipitat die Zelle nicht verläßt, weil seine Fluoreszenzaktivität 
nur in oder an der Zelle meßtechnisch erfaßt werden kann (vergleiche Abbildung 2). 
Die unterschiedliche Intensität des Fluoreszierens einzelner Zellen wird durch das 
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optische System des Durchflußzytometers quantifiziert und durch die entsprechende 
Software graphisch dargestellt (DOLBEARE 1990). 
Die Messung im Durchflußzytometer gestattet es, den einzelnen Zellen und 
Zellpopulationen jeweils Fluoreszenzaktivitäten zuzuordnen, die ihrerseits Ausdruck 
der vorherrschenden Enzymaktivität in der betrachteten Zellpopulation sind. 
Es existieren Methoden für die Darstellung der Aktivität von Esterasen, Lipasen, 
Sulfatasen, Phosphatasen, Glucuronidasen, Transferasen, Glucosidasen u.a. Die 
Forderungen an ein für die "Durchfluß-Enzymologie" geeignetes Substrat sind gutes 
Penetrationsvermögen, hohe Enzymspezifität und Bildung schwer löslicher, 
fluoreszierender Präzipitate (dies gegebenenfalls auch im Ergebnis weiterer 
chemischer Reaktionen des abgebauten Substrates). Die Wellenlänge des 
Fluoreszenzlichtes muß deutlich außerhalb des Wellenlängenbereiches des 
Exzitationslichtes liegen, um eine klare Abtrennung vom Streulicht zu erreichen. 
 
 
 
 
Abbildung 2: Darstellung intrazellulärer Enzymaktivität (nach WATSON et al. 1977). 
  Es bedeuten: 
S=Substrat, E=Enzym, P=fluoreszierendes Reaktionsprodukt, 
k=Geschwindigkeitskonstanten der Katalysereaktionen 
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3.  Tiere, Material und Methoden 
 
3.1  Tiere 
 
3.1.1  Untersuchungen an gesunden Tieren 
 
Die zur Ermittlung der Referenzwerte herangezogenen Blutproben stammten von 
Rindern aus einem Milchproduktionsbetrieb (550 Kuhplätze) mit eigener Reproduk-
tion und ortsgetrennter Jungrinderaufzucht. Die Herde setzte sich aus 
Schwarzbunten Rindern mit einem genetischen Holstein-Frisian-Anteil von 
durchschnittlich ca. 50 % (Verdrängungszucht aus Schwarzbuntem Milchrind) 
zusammen. 
Die Kälber wurden in Gruppen von 25 Tieren auf Stroheinstreu gehalten. Sie 
erhielten über automatische Tränkeinrichtungen ab dem sechsten Lebenstag eine 
Milchaustauscher-Tränke folgender Zusammensetzung: 
 
Rohprotein:  20,20 % 
Rohfett:  16,50 % 
Rohasche:    9,50 % 
Lysin:     1,75 % 
Kalzium:    1,00 % 
Phosphor:    0,70 % 
Rohfaser:    0,20 %. 
 
Die Jungrinderhaltung erfolgte einstreulos auf Vollspaltenboden, die Haltung der 
Kühe gruppenweise in mit Faltschiebern entmisteten Laufställen mit Liegeboxen. 
Über die Futterrationen der Jungrinder und Kühe informiert Tabelle 1. Die Rationen 
werden als bedarfsgerecht und hinsichtlich der Verdauungsphysiologie der 
Wiederkäuer als ausgewogen eingeschätzt. 
Der Betrieb erreichte eine durchschnittliche Jahresleistung von 6500 kg Milch / Kuh 
bei einem durchschnittlichen Fettgehalt der Milch von 4,45 % und deren 
durchschnittlichem Eiweißgehalt von 3,56 %. 
Bei einer durchschnittlichen Rastzeit von 76 Tagen wurde im Bestand im 
Jahresdurchschnitt eine Zwischentragezeit von 99 Tagen erreicht, wobei 46 % der  
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 Kühe eine Zwischentragezeit von weniger als 86 Tagen und 15 % von mehr als 140 
Tage hatten. Im Nachzuchtbereich betrug im Jahresdurchschnitt das 
Erstbesamungsalter 529 Tage und das Färsenkonzeptionsalter 560 Tage. 
 
 
Tabelle 1: Futterrationen der gesunden Rinder 
 
 Jungrinder 
(ca. 200 kg LM)
Kühe 
(ca. 600 kg LM) 
Futtermittel  Trockensteher 
(3-8 Wochen 
a.p.) 
Frischmelker 
(bis ca. 14. 
Woche p.p.) 
 % TS kg OS kg OS kg OS 
Maissilage 34,0 3,0 10,0 15,0 
Grassilage 1 30,7 - - 12,0 
Grassilage 2 35,0 10,0 15,0 - 
Wiesenheu 88,1 - - 2,0 
Vermehrungsgrasheu 87,6 - 3,0 - 
Lieschkolbenschrotsilage 52,9 - - 4,0 
Sojaextraktionsschrot 89,0 - - 1,0 
Rapsextraktionspellets 90,0 - - 1,0 
Wintergerste 88,0 - - 3,0 
Trockenschnitzel 90,0 - - 1,0 
Ackerbohnen 88,0 - - 0,5 
Viehsalz  - 0,02 - 
Mineralfutter 99,0 0,08 (*) 0,05 (**) 0,20 (***) 
Futterkalk 99,0 - - 0,08 
Inhalt der Ration 
Nettoenergie-Laktation [MJ] - 57,6 134,2
umsetzbare Energie [MJ] 43,3 - -
Rohprotein [g] 540,0 1080,0 3202,0
Rohfaser [g] 1246,0 2848,0 2450,0
Trockensubstanz [g] 4600,0 10000,0 19300,0
Ca [g] 38,0 46,6 118,2
P [g] 18,4 45,9 83,8
Na [g] 8,5 16,0 30,3
Mg [g] 7,3 18,6 45,3
 
(*): 18 % Ca, 8 % P, 7 % Na und 2 % Mg; 
(**): 4 % P, 10 % Na und 5 % Mg; 
(***): 12 % Ca, 4 % P, 10 % Na und 5 % Mg 
 
Es wurden nur Tiere des Betriebes, die klinisch gesund waren und keiner 
medikamentellen Behandlung unterlagen, in die Untersuchung einbezogen. 
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Sie wurden folgenden Gruppen zugeordnet: 
 
 Gruppe A: 3-4 Wochen alte weibliche Kälber (n=13) 
 Gruppe B: 6-8 Wochen alte weibliche Kälber (n= 13 
 Gruppe C: 12-14 Wochen alte weibliche Kälber (n=11) 
 Gruppe D: 6 Monate alte weibliche Jungrinder (n=9) 
 Gruppe E: einjährige weibliche Jungrinder (n=10) 
 
 Gruppe F: dreijährige Kühe 6-8 Wochen ante partum (n=11) 
 Gruppe G: dreijährige Kühe 5-7 Wochen post partum (n=10) 
 Gruppe H: dreijährige Kühe 12-14 Wochen post partum (n=6). 
 
 
3.1.2  Untersuchungen an Patienten der Medizinischen Tierklinik Leipzig 
 
In die Untersuchungen wurden 16 Rinder-Patienten der Medizinischen Tierklinik der 
Veterinärmedizinischen Fakultät der Universität Leipzig einbezogen. Diese Tiere 
wurden nach dem Zufallsprinzip aus dem Gesamtaufkommen von Milchkühen unter 
den Klinikpatienten ausgewählt. Bei den Patienten erfolgte die Bestimmung der unter 
3.2 genannten Parameter (außer Punkt c) an drei aufeinanderfolgenden Tagen 
postoperativ bzw. nach Auftreten einer Kernlinksverschiebung der neutrophilen 
Granulozyten im Differentialblutbild und / oder außerhalb des Normbereichs 
liegender Gesamt-Leukozytenzahlen. 
Bei acht Patienten handelte es sich um Tiere mit Labmagenverlagerungen (3 x nach 
rechts, 5 x nach links) (Patientengruppe 1). Bei acht Tieren wurden die aus Tabelle 2 
ersichtlichen Diagnosen gestellt (Patientengruppe 2). 
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Tabelle 2: Übersicht über das einbezogene Patientengut 
Tagebuch-
Nummer 
Rasse Alter Laktationsstadium 
Untersuchungsbeginn
Diagnose 
135 Schwarzbunte 3 Jahre 10 Tage p.p. Labmagenverlage-
rung (rechts) 
143 Braunvieh 4 Jahre 2 Wochen p.p. Labmagenverlage-
rung (links) 
185 Schwarzbunte 8 Jahre 2 Wochen p.p. Labmagenverlage-
rung (links) 
222 Holstein-Frisian 5 Jahre 4 Wochen p.p. Labmagenverlage-
rung (links) 
 
360 
 
Schwarzbunte 
 
4 Jahre 
 
3 Monate p.p. 
Labmagenverlage-
rung (rechts, mit 
Torsion) 
3 Schwarzbunte 4 Jahre 10 Tage p.p. Labmagenverlage-
rung (links) 
30 Schwarzbunte 4 Jahre 5 Wochen p.p. Labmagenverlage-
rung (links) 
37 Schwarzbunte 2 Jahre 7 Tage p.p. Labmagenverlage-
rung (rechts, mit 
Torsion) 
167 Schwarzbunte 5 Jahre 2 Wochen a.p. Eihautwassersucht 
357 Schwarzbunte 5 Jahre 3 Monate a.p. Eihautwassersucht 
172 Schwarzbunte 4 Jahre 2 Tage p.p. BVD-Infektion 
220 Schwarzbunte 7 Jahre 1 Tag a.p. Klauensohlenge-
schwür 
4 Schwarzbunte 4 Jahre 10 Wochen p.p. Schenkelspaltek-
zem, aseptische 
Klauenlederhaut-
entzündung 
18 Schwarzbunte 3 Jahre 3 Wochen p.p. interstitielle 
Pneumonie 
31 Schwarzbunte 8 Jahre 8 Tage p.p. 
 
Nachgeburtsver-
haltung, aseptische 
Klauenlederhautent-
zündung 
46 Schwarzbunte 2 Jahre 10 Tage a.p. Thymusleukose 
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3.2  Probengewinnung 
 
Alle Blutproben wurden am fixierten Tier aus der von Hand gestauten Vena jugularis 
externa mit Einmalkanülen (1,2 x 40 mm) entnommen. Es wurden jeweils 
heparinisierte (leukoAP-Bestimmung), mit EDTA versetzte (Gesamt-Leukozytenzahl 
und Differentialblutbild) Proben sowie Blutproben ohne Antikoagulans 
(Gesamtaktivität der AP im Blutserum und Knochen-Isoenzym der AP im Blutserum) 
gewonnen. Dazu kamen handelsübliche, mit dem jeweiligen Antikoagulans 
versehene Plastikgefäße (Firma Sarstedt) zum Einsatz. 
In den gewonnenen Proben wurden folgende Parameter bestimmt: 
 
a) Aktivität der leukoAP in den neutrophilen Granulozyten [relative Fluoreszenz- 
           aktivität] 
b) Aktivität der Gesamt-AP im Blutserum   [U/l] 
c) Aktivität des Knochen-Isoenzyms der AP im Blutserum [U/l] 
d) Gesamt-Leukozytenzahl     [G/l] 
e) Differentialblutbild (Blutausstrich)    [%] 
 
Das Abzentrifugieren des Blutserums aus den Proben ohne Antikoagulantien, die 
leukoAP-Bestimmung, das Herstellen von Blutausstrichen und die Bestimmung der 
Gesamt-Leukozytenzahlen waren spätestens 6 Stunden nach Probenentnahme 
abgeschlossen. Die Lagerung und Bearbeitung der Proben erfolgte in diesem 
Zeitraum bei Zimmertemperatur. 
Die für die Bestimmung der Gesamtaktivität der AP und der Aktivität des Knochen-
Isoenzyms der AP benötigten Seren wurden zunächst tiefgefroren und innerhalb von 
drei Monaten analysiert. 
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3.3  Bestimmung der relativen Aktivität der leukoAP 
 
3.3.1  Isolation der Leukozyten aus dem peripheren Blut 
 
3.3.1.1 Herkömmliche Verfahren und Modifikation 
 
Über das unter Punkt 2.1.3 beschriebene herkömmliche Verfahren zur leukoAP-
Index-Erstellung an Blutausstrichen hinaus besteht die Möglichkeit, die leukoAP-
Aktivität mit biochemischen Methoden im Leukozytenhomogenat zu bestimmen. 
Hierfür, wie für die im folgenden speziell behandelte Aktivitätsbestimmung des 
Enzyms in intakten Zellen, macht es sich notwendig, die Leukozyten bzw. die 
Leukozytenfraktionen aus dem Blut zu isolieren. 
Für die Isolation der Leukozyten wurden zunächst methodische Untersuchungen von 
Isolationsmethoden hinsichtlich des Isolationserfolges und der Praktikabilität 
(Schnelligkeit, Kosten) angestellt. 
Ausgangspunkt war die im folgenden beschriebenen modifizierte Methode nach 
KREMER et al. (1992). Hierfür wurden die heparinisierten Blutproben verwendet. 
Das erste Zentrifugieren erfolgte in der auf 4°C vorgekühlten Zentrifuge bei 1000 x g 
20 Minuten lang. Hieran schloß sich das Absaugen des überstehenden Blutplasmas 
bis 2 mm oberhalb der gepackten Zellen an. Die Gefäße wurden mit auf 4°C 
gebrachter 0,9 %iger NaCl-Lösung aufgefüllt, vorsichtig geschwenkt und erneut wie 
beschrieben zentrifugiert. Nach diesem Waschvorgang wurde wiederum der 
Überstand abgesaugt und der Füllstand der Gefäße auf jeweils 4 ml korrigiert (NaCl 
0,9 %, 4°C). 
Nun folgte die Lyse der Erythrozyten. Diese wurde erreicht durch die Zugabe von 20 
ml aqua bidest. zur Probe. Die Lyse erfolgte in einem Polypropylenbecher unter 
Einsatz des Magnetrührers, wobei auf die exakte Einhaltung der Lysezeit von einer 
Minute geachtet wurde. Nach Ablauf dieser Zeit wurde die Zellsuspension durch 
Zugabe von 10 ml einer 2,7 %igen NaCl-Lösung wieder in einen isotonen Zustand 
versetzt. Nach dem Zentrifugieren unter den genannten Bedingungen und Abgießen 
des Überstandes wurde der am Gefäßboden haftende Leukozyten-Pellet noch 
zweimal gewaschen. Als Waschlösung kam PBS (Phosphatpuffer 10 mM + 140 mM 
NaCl, pH 7,2, Firma Sigma) zur Anwendung. Das Abzentrifugieren des Puffers 
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zwischen den Waschgängen wurde bei ansonsten unveränderten Bedingungen auf 
15 und 10 Minuten verkürzt. 
Die Auftrennung der Leukozytenfraktion in ihre Bestandteile erfolgte über 
Dichtegradientenzentrifugation in Percollscher Lösung. Dazu wurde der Zellpellet 
nach dem letzten Waschen in maximal 3 ml PBS resuspendiert und als oberste 
Schicht auf einen Stapel von Percollzubereitungen unterschiedlicher Dichte 
aufgebracht, der in einem Zentrifugenröhrchen vorbereitet worden war. Beim nun 
folgenden Zentrifugieren (20 min., 2000 x g, 4°C) durchwanderten die Leukozyten 
den Stapel und reichern sich in den jeweiligen Zonen der für sie charakteristischen 
Dichte ab. Am Gefäßboden fand sich die Fraktion der neutrophilen Granulozyten, die 
vor der weiteren Bearbeitung in PBS gewaschen wurde. 
Nach Abzentrifugieren der Waschlösung erfolgte eine Fixation der Zellen (15 min. bei 
Zimmertemperatur in Paraformaldehyd 1%). Dies machte sich notwendig, da die 
nachfolgenden Bearbeitungsschritte bei Temperaturen bis zu 37 °C, die einerseits 
die Enzymreaktion optimal ablaufen lassen, andererseits aber verstärkt zu 
Verklumpungen und Lyse der Zellen führen, vonstatten gingen. Der negative Einfluß 
von Fixatoren auf die Enzymaktivität konnte durch die Wahl der entsprechend 
niedrigen Konzentration des Paraformaldehyds und durch eine Verkürzung der 
üblichen Inkubationszeit weitestgehend zurückgedrängt werden (GEDDES et al. 
1975). 
Der Isolationserfolg und die morphologische Integrität der Zellen blieben nach der 
Fixation im erforderlichen Maße erhalten, was anhand der lichtmikroskopischen 
Auswertung von nach Pappenheim gefärbten Zellausstrichen nachweisbar war. 
 
3.3.1.2 Anwendung kommerzieller Lyse-Puffer 
 
In der Humanmedizin stehen für die Aufbereitung von Blutproben für 
durchflußzytometrische Messungen spezielle Puffer- und Lysereagenzien (Lyse-
Puffer) zur Verfügung, durch deren Anwendung es möglich ist, die im Mittelpunkt des 
jeweiligen Inter-esses stehenden Zellen einer Blutprobe durch Lyse anderer 
Zellfraktionen anzureichern, wobei es meistens darum geht, mehr oder weniger 
erythrozytenfreie Leukozytenpräparate herzustellen. Für die vorliegende Arbeit 
wurde aus drei verschiedenen für spezielle Anwendungen in der 
humanmedizinischen klinischen Immunologie entwickelten Lyse-Puffern derjenige 
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ausgewählt, der einerseits die Morphologie der bovinen Leukozyten und andererseits 
die leukoAP-Aktivität in den Rinderzellen am wenigsten beeinflusste. 
Die Auswahl des geeigneten Lyse-Puffers wurde getroffen anhand des Vergleichs 
von nach Pappenheim gefärbten Zellausstrichen und der im Durchflußzytometer 
ermittelten Werte (Morphologie und relative Fluoreszenzaktivität) boviner Leukozyten 
identischer Herkunft nach konventioneller Isolation (KREMER et al. 1992) und nach 
Präparation mit dem entsprechenden Lyse-Puffer. Im Ergebnis dieser 
vergleichenden Untersuchung erwies sich der Lyse-Puffer der Firma Becton 
Dickinson ("FACS Lysing Solution", Prod.-Nr. 92-0002) als geeignet, bovine 
Leukozyten für durchlußzytometrische Messungen zu präparieren. Zur 
Zusammensetzung dieses Produktes ist lediglich bekannt, dass es weniger als 50% 
Diethylenglycol und weniger als 15% Formaldehyd enthält. Diesen Lyse-Puffer 
zeichnet vor allem aus, dass sich die Zellpopulationen allgemein und die 
Granulozytenfraktion speziell nach Präparation und durchflußzytometrischer 
Messung im Histogramm (FSC zu SSC, vergleiche Abbildung 6) in deutlich 
voneinander getrennten Punktwolken darstellen. 
Die Herstellung und Anwendung der Gebrauchslösung des Lyse-Puffers erfolgte 
nach Vorschrift des Herstellers. Das heparinisierte Blut wurde ohne vorheriges 
Entfernen des Blutserums direkt mit der Gebrauchslösung des Puffers im 
vorgeschriebenen Verhältnis gemischt. Nach 10 min. Erythrozyten-Lyse bei 
Zimmertemperatur folgte das Zentrifugieren (5 min., 240 x g, 20 °C) des 
Probenansatzes, das Dekantieren und das Resuspendieren des Leukozyten-Pellets 
in je 1,0 ml PBS. 
Als Vorteil dieser Präparationsmethode gegenüber dem herkömmlichen Verfahren 
der Leukozyten-Isolation nach KREMER et al. (1992) war vor allem der verringerte 
Zeitaufwand bei Anwendung des Lyse-Puffers hervorzuheben. Der Zeitaufwand 
konnte unter den gegebenen Bedingungen um etwa 60 bis 70 % pro Einzelprobe 
gesenkt werden, was einerseits durch die verringerte absolute Proben-
Bearbeitungszeit und andererseits dadurch zustande kam, dass aufgrund des 
geringeren Probe-Volumens bei Anwendung des Lyse-Puffers (1 bis 2 ml gegenüber 
4 bis >30 ml beim herkömmlichen Verfahren) eine größere Anzahl von Einzelproben 
je Bearbeitungsserie präpariert werden konnte. 
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 3.3.2  Enzymreaktion 
 
Die in den neutrophilen Granulozyten präsente leukoAP-Aktivität wird beim 
beschriebenen Verfahren als Funktion verschiedener Fluoreszenzlichtintensitäten im 
Durchflußzytometer gemessen. 
Bei der Diazonium-Färbung entsteht dementsprechend eine der Enzymaktivität direkt 
proportionale Fluoreszenz am Ort der Enzymreaktion. Diese Färbetechnik ist schon 
1964 und 1968 von KAPLOW als Methode zur schnellen Bestimmung und 
Lokalisation der Aktivität des Enzyms in Blutausstrichen beschrieben worden. Man 
verwendet dazu substituierte Naphtholphosphate als spezifische Substrate der 
Alkalischen Phosphatase und bindet das dephosphorylierte Substrat mit 
Diazoniumsalzen (Abbildung 3). Bei geeigneter Kombination von Diazoniumsalz und 
Naphtholphosphat entstehen fluoreszierende Präzipitate. 
In der vorliegenden Studie wurde mit Naphthol AS-MX Phosphat (Firma Sigma, 
Prod.-Nr. N 5000) und Fast Red TR (Firma Sigma, Prod.-Nr. F 8764) (Abbildungen 4 
und 5) gearbeitet, wobei für die Durchführung der Probenbearbeitung Erfahrungen 
mit der Diazonium-Färbung in embryonalen Zellen und in B-Lymphozyten von 
Mäusen (ZIOMEK et al. 1990, SOUVANNAVONG et al. 1992, SOUVANNAVONG et 
al. 1994) und in Knochenmarkszellen von Ratten (KAMALIA et al. 1992) genutzt 
wurden. Die Enzym-Substrat-Reaktion und die Präzipitation erfolgten getrennt 
voneinander. Dazu wurden in die Proben je 20 µl einer 0,5 %igen Naphthol AS-MX 
Phosphat-Lösung einpipettiert. Nach 15 min. Inkubation (Wasserbad, 37°C) wurde 
jeder Probe 15 µl einer 0,25 %igen Fast Red TR-Lösung zugesetzt. Die so 
behandelten Probenansätze gelangten nach 10 min. Kühlschranklagerung (4 °C) zur 
durchflußzytometrischen Auswertung. 
Zur Bewertung des Färbeerfolges wurden Ausstrichpräparate von den wie 
beschrieben behandelten Isolaten angefertigt, in denen lichtmikroskopisch im 
Bereich der zellulären Membranstrukturen feingranuläre, rotviolette 
Farbstoffniederschläge sichtbar wurden. 
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Abbildung 3: Prinzip der Diazonium-Färbung (nach DOLBEARE u. PHARES 1979) 
 
 
Die Spezifität der Enzymfärbung hinsichtlich leukoAP wurde durch Hemmung der 
leukoAP-Aktivität durch Levamisol (Jansen Pharmaceutica, Belgien) in einer 
Konzentration von 0.5 mmol/l als Zusatz zur Inkubationslösung nachgewiesen. In 
Ausstrichen von so behandelten Zellisolaten konnten die beschriebenen Farbstoff-
Niederschläge nicht mehr nachgewiesen werden. Ebenfalls ohne färberischen Erfolg 
verliefen entsprechende Kontrolluntersuchungen (Präzipitationsversuch ohne 
vorherige Enzym-Substrat-Reaktion). 
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Abbildung 4: Strukturformel von Naphthol AS-MX Phosphat (Dinatrium 3-hydroxy-2-
naphtholsäure-2,4-dimethylanilinphosphat) 
 
 
 
 
__________________________________________________________ 
 
 
 
 
Abbildung 5: Strukturformel von Fast Red TR (4-Chlor-2-methylbenzoldiazonium, 
Hemi [Zinkchlorid] Salz) 
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Abbildung 6: Meßprotokoll einer 
Einzelprobe 
 
3.3.3  Durchflußzytometrische 
Messung 
 
Die Messungen wurden an dem 
Durchflußzytometer der Firma Becton 
Dickinson (FACScan) mit der 
CELLQUEST-Software (Macintosh-
Rechner) der gleichen Firma 
unmittelbar nach dem letzten 
Bearbeitungsschritt der Zellpräparation 
ausgeführt. Es wurden an jeweils 
10000 Zellen einer Probe folgende 
Parameter erfaßt: 
 
a) Vorwärtsstreulicht 
    (Forward angle light scatter = FSC) 
    relative Intensität des in der Rich- 
    tung des Exzitationslichtstrahles von 
    der Zelle gestreuten Lichtes 
 
b) Seitliches Streulicht 
    (Side scatter = SSC) 
    relative Intensität des im rechten 
    Winkel vom Exzitationslichtstrahl 
    abgestreuten Lichtes 
 
c) Rotes Fluoreszenzlicht 
    relative Intensität der im rechten 
    Winkel zum Exzitationslichtstrahl 
    meßbaren Lichtanteile der Wellen- 
    länge 640-680 nm). 
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Die Parameter a) und b) beschreiben die morphologischen Zellcharakteristika 
Zelldurchmesser und Granuladichte und gewährleisten die Erkennung der jeweiligen 
Zelle als einer bestimmten Zellpopulation angehörig. Die Fluoreszenzlichtaktivität [c)] 
ins Verhältnis gesetzt zur Grundfluoreszenz einer jeden Probenmessung ergibt den 
relativen Wert der leukoAP-Aktivität in den neutrophilen Granulozyten der 
betrachteten Probe. 
Abbildung 6 zeigt einen Ausschnitt aus dem Protokoll einer durchflußzytometrischen 
Messung der relativen Fluoreszenzaktivität als Parameter für die Aktivität der 
leukoAP. Im oberen Bild wird die charakteristische Anordnung der Zellpopulationen 
im Histogramm demonstriert. 
Durch die Rahmung der Punktwolken im Histogramm ist es möglich, die 
Fluoreszenzwerte der Granulozyten separat zu betrachten, was im unteren Bildteil in 
der Verteilungskurve und im Mittelwert ("mean") zum Ausdruck kommt. 
Dieser Wert beschreibt die Intensität des von den präparierten Granulozyten unter 
Stimulation (Laser) emittierten roten Fluoreszenzlichtes. Die relative 
Fluoreszenzaktivität als Ausdruck der leukoAP-Aktivität in den jeweils untersuchten 
Zellen ergibt sich als rechnerischer Wert aus dem „mean“ der eigentlichen Messung 
und dem der Kontrolle (Inkubation ohne spezifisches Substrat) wie folgt: 
 
relative Fluoreszenzaktivität = {mean (Messung) - mean (Kontrolle)}
mean (Kontrolle) 
Zur Ermittlung der Präzision der Bestimmungsmethode wurde folgendes Verfahren 
angewendet: 
 zehnmalige durchflußzytometrische Messung eines Probenpaares, 
 Berechnung des Mittelwertes der errechneten relativen Fluoreszenzaktivi-
tät, 
 Berechnung der Standardabweichung. 
Diese Präzisionskontrolle wurde über den Untersuchungszeitraum verteilt an fünf 
verschiedenen Meßterminen durchgeführt. Dabei lagen regelmäßig mindestens 80 % 
der Werte im Bereich der einfachen und 100 % im Bereich der doppelten absoluten 
Standardabweichung, wie am folgenden Beispiel verdeutlicht wird (Tabelle 3): 
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Tabelle 3: Ermittlung der Präzision bei der durchflußzytometrischen Bestimmung 
der leukoAP 
 
Messung 
Nr. 
mean (Kontrolle) mean (Messung) relative 
Floreszenzaktivität 
1 6,11 23,40 2,83 
2 6,01 23,21 2,86 
3 5,89 23,09 2,92 
4 5,91 22,97 2,89 
5 6,18 23,35 2,78 
6 5,79 23,28 3,02 
7 5,98 23,25 2,89 
8 6,26 23,05 2,68 
9 6,20 23,16 2,72 
10 6,06 23,19 2,83 
 
Mittelwert:        2,84 
Standardabweichung:      0,099 
einfache Standardabweichung:     2,74 -2,94 
(80 % der Werte) 
doppelte Standardabweichung:     2,64 - 3,04 
(100 % der Werte) 
 
 
3.4  Bestimmung der AP-Aktivität des Serums und des weißen Blutbildes 
 
Die Serum-AP-Bestimmung erfolgte nach der für den Menschen optimierten 
Standardmethode der Deutschen Gesellschaft für Klinische Chemie am 
Analyseautomaten Hitachi 704. Dabei kam ein Testkit der Firma Boehringer 
Mannheim GmbH zur Anwendung. Die Aktivitätsbestimmung wurde bei einer 
Temperatur von 37°C durchgeführt. Die Präzision der Messungen wurde täglich 
laborintern mittels Precinorm und Precipath (Boehringer Mannheim) sowie 
Kontrollseren von Randox kontrolliert. Die relative Streuung schwankte zwischen 1,4 
% und 4,0 %. Weiterhin wurde die Methode extern durch monatliche Ringkontrollen, 
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organisiert und zertifiziert durch das Labor der Veterinärmedizinischen Fakultät der 
Reichsuniversität Utrecht, Leitung: Prof. Dr. Th. WENSING, kontrolliert. 
Zur Bestimmung des Knochen-Isoenzyms der AP im Blutserum wurde das Testkit 
der Firma Boehringer Mannheim GmbH, das die Ermittlung der Aktivität des 
Knochen-Isoenzyms als rechnerischen Wert erlaubt, eingesetzt. Die 
zugrundeliegende Bestimmungsmethodik geht auf ROSALKI und FOO (1984) 
zurück. Dazu wurden jeweils 0,1 ml des Serums, aus dem zuvor bzw. parallel die 
Bestimmung der Gesamt-AP erfolgte, mit 0,1 ml eines lektinhaltigen Fällungsreagens 
versetzt und 30 min. bei Zimmertemperatur inkubiert. Dem anschließenden 
Zentrifugieren (2,5 min., 10000 g) folgte die Bestimmung der Restaktivität der AP im 
Überstand. Zu jeder Probenserie (insgesamt drei) wurde mittels eines im Testkit 
enthaltenen Kontrollserums mit definiertem AP- und Knochen-AP-Gehalt die 
Richtigkeit der gemessenen Werte überprüft. Aus den gemessenen Werten für die 
Gesamtaktivität und für die nach Fällung des Knochen-Isoenzyms der AP 
verbleibende Serum-Restaktivität in U/l errechnet sich die Aktivität des Knochen-
Isoenzyms nach folgender Gleichung: 
 
Knochen-Isoenzym [U/l] = 1,118 x Gesamtaktivität [U/l] - 2,35 x Aktivität im 
          Überstand [U/l]. 
 
Die Bestimmung des Knochen-Isoenzyms der AP im Serum erfolgte nur bei den 
Gruppen E, F, G und H der gesunden Tiere. 
Aus den mit EDTA versetzten Blutproben erfolgte die Bestimmung der 
Leukozytenzahlen mit einem automatischen Blutzell-Zählgerät (Firma Mölab, Hilden) 
nach der Impedanz-Methode. 
Weiterhin wurden von mit EDTA stabilisierten Blutproben Ausstriche auf 
Objektträgern gefertigt, bei denen nach Lufttrocknung und Färbung nach 
Pappenheim im Lichtmikroskop durch Differenzierung der ersten 100 Leukozyten das 
Differentialblutbild bestimmt wurde. Beschädigte Leukozyten wurden nicht gezählt 
und nicht differenziert. 
 
 
 
 
 36
3.5  Biostatistische Auswertung 
 
Die vorliegenden Ergebnisse wurden mit dem Statistikprogrammpaket SPSS 10.0 
statistisch bearbeitet. 
Die Prüfung auf Normalverteilung der Werte wurde mit dem KOLMOGOROV-
SMIRNOV-TEST bzw. für Stichprobenumfänge bis n = 50 mit dem SHAPIRO-
WILKS-TEST durchgeführt. Die Prüfungen ergaben, dass bei den 
Untersuchungsparametern der Gruppen teilweise signifikante (p≤ 0,05) 
Abweichungen von der Normalverteilung nachgewiesen wurden. Deshalb wurden, 
auch nach Hinweisen von BIEBLER et al. (1984), einheitlich als Lageparameter der 
Median und die 1. und 3. Quartile (bzw. das 25. und 75. Perzentil) berechnet und 
verteilungsunabhängige Prüfverfahren angewendet. 
Die Perzentile sind Werte einer quantitativen Variablen, welche die geordneten 
Daten in Gruppen unterteilen, so dass ein bestimmter Prozentsatz darüber und ein 
bestimmter Prozentsatz darunter liegt. Quartile (die 25., 50. und 75. Perzentile) 
unterteilen die Beobachtung in vier gleich große Gruppen. 
Mit dem H-Test nach KRUSKAL-WALLIS, einer nichtparametrischen Alternative zur 
einfaktoriellen Varianzanalyse, wurde geprüft, ob mehrere unabhängige Stichproben 
aus der gleichen Grundgesamtheit stammten. Wenn dieser Test Signifikanz aufwies, 
wurde mit dem U-Test nach MANN-WHITNEY, einem nichtparametrischen Test, 
geprüft, ob zwei unabhängige Stichproben aus der gleichen Grundgesamtheit 
stammten. 
Weiterhin wurden mit dem Korrelationskoeffizienten nach SPEARMAN (rs) ein 
nichtparametrisches Maß für die Korrelation zwischen zwei Variablen errechnet. 
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4.  Ergebnisse 
 
4.1  Untersuchungen an gesunden Rindern 
 
4.1.1  leukoAP-Aktivität 
 
Aus Abbildung 7 sind die ermittelten leukoAP-Aktivitäten (relative 
Fluoreszenzaktivität) für die einzelnen Tiergruppen ersichtlich. 
Die leukoAP-Aktivität sinkt bei den Kälbern mit zunehmendem Alter (bis zur 14. 
Lebenswoche) ab (signifikanter Abfall mit p≤0,05 in Gruppe C gegenüber Gruppe A). 
Bei den Jungrindern steigt die leukoAP-Aktivität wieder an (signifikanter Anstieg mit 
p≤0,05 in Gruppe D gegenüber Gruppe C und mit p≤0,01 in Gruppe E gegenüber 
Gruppe C). Die Gruppe G (Kühe 5 bis 7 Wochen p. p.) fällt auf mit signifikant 
höheren leukoAP-Aktivitäten im Vergleich zu den Gruppen A, B, C, D und F (p≤0,01) 
und zur Gruppe E (p≤0,05). Für die Gruppe H (Kühe 12 bis 14 Wochen p. p.) waren 
keine statistisch zu sichernden Unterschiede zu allen anderen Gruppen 
nachzuweisen. 
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Abbildung 7: leukoAP-Aktivität im Blut gesunder Rinder (Medianwerte, 1. und 3. 
Quartile) 
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 4.1.2  Beziehungen der leukoAP-Aktivität zum weißen Blutbild 
 
Die in den Gruppen A bis H ermittelten Leukozytenzahlen gesunder Rinder zeigen 
die bekannte Altersabhängigkeit mit abnehmenden Zahlen bis zum Lebensalter von 
einem Jahr (Abbildung 8). Statistisch gesichert ist hier nur der Abfall in Gruppe E 
(einjährige Jungrinder) gegenüber Gruppe B (6-8 Wochen alte Kälber) mit p≤0,05 
sowie niedrigere Leukozytenzahlen der Gruppe F (Kühe 6-8 Wochen a. p.) 
gegenüber den Gruppen B (p≤0,01), C und D (jeweils p≤0,05). 
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Abbildung 8: Gesamt-Leukozytenzahlen im Blut gesunder Rinder (Medianwerte, 1. 
und 3. Quartile) 
 
Bei den gesunden Rindern ließen sich signifikante Beziehungen der leukoAP zu 
Einzelparametern des weißen Blutbildes in folgenden Fällen nachweisen: 
 
1. In der Gruppe B (6-8 Wochen alte Kälber) waren Beziehungen der leukoAP 
zur Zahl der segmentkernigen neutrophilen Granulozyten und der 
Lymphozyten nachweisbar (rs=0,622, p≤0,05). 
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2. In Gruppe D (Jungrinder, 6 Monate alt) korrelierte die leukoAP mit der Anzahl 
der stabkernigen neutrophilen Granulozyten (rs=0,693, p≤0,05). 
3. Die Gesamt-Leukozytenzahl korrelierte bei den Kühen in der peripartalen 
Phase (Gruppe F) signifikant positiv mit der leukoAP (rs=0,793, p≤0,01). Die 
anderen Gruppen zeigten keine signifikanten Korrelationen dieser beiden 
Parameter. 
4. Bei der Betrachtung aller gesunder Rinder ergab sich eine signifikante 
Abhängigkeit der leukoAP von der Zahl der segmentkernigen neutrophilen 
Granulozyten (rs=0,227, p≤0,05). 
 
4.1.3 Gesamtaktivität der AP im Serum 
 
Auch die Gesamtaktivität der AP im Serum veränderte sich in Abhängigkeit vom Alter 
der Rinder (Abbildung 9). Ein signifikanter Niveauunterschied bei der AP-G zeigte 
sich beim Übergang von der 8. zur 12. Lebenswoche (Gruppe B zu C; p≤0,01). Auch 
das Ansteigen der AP-G bei den 6 Monate alten Jungrindern (Gruppe D) gegenüber 
den ältesten Kälber-Gruppe (Gruppe C) konnte statistisch gesichert werden (p≤0,01). 
Weiterhin ist die AP-G bei den Kühe (Gruppen F, G und H) signifikant niedriger als in 
allen anderen untersuchten Gruppen (p≤0,01) (Abbildung 9 und 10). 
Ein Trächtigkeits- oder Partuseinfluß war bei der AP-G nicht erkennbar. 
Ein statistisch abzusichernder Zusammenhang von AP-G und leukoAP wurden nur in 
der Gruppe G gefunden (rs=-0,636, p≤0,01). 
Bei Betrachtung der für die Gesamtheit der untersuchten Gruppen erfassten 
Parameter fällt eine Abhängigkeit der AP-G von dem Aufkommen an eosinophilen 
Granulozyten auf (rs=-0,565, p≤0,01), die sich jedoch bei separater Auswertung der 
einzelnen Gruppen in keinem Fall nachweisen lässt. Weiterhin existiert eine 
Beziehung der AP-G zur Leukozytenzahl. In der Gesamtheit der von den gesunden 
Tieren gewonnenen Daten ergibt sich hier eine signifikante Korrelation (rs=0,317, 
p≤0,05), die sich bei Betrachtung der Einzelgruppen bei den Kälbern der Gruppe C 
(rs=0,727, p≤0,05) und bei den einjährigen Jungrindern der Gruppe E (rs=0,758, 
p≤0,05) wiederfindet. 
Die Ergebnisse der Untersuchung zum Verhalten der AP-G zum Knochen-Isoenzym 
der AP werden unter 4.1.4 dargestellt. 
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Abbildung 9: Gesamtaktivität der AP im Serum gesunder Rinder (Medianwerte, 1. 
und 3. Quartile) 
Die durchgehende Linie beschreibt den Verlauf der Medianwerte für die 
leukoAP-Aktivität (relative Fluoreszenzaktivität / 100) der jeweiligen 
Gruppe. 
 
 
4.1.4  Beziehungen der leukoAP-Aktivität zum Knochen-Isoenzym der AP 
 
Für die gesunden Tiere, bei denen das Knochen-Isoenzym der AP bestimmt wurde, 
ergab sich insofern eine erwartete Situation, als bei den einjährigen Jungrindern 
(Gruppe E) die AP-K mit einer mittleren Aktivität von 125 (82-246) U/l signifikant 
höher (p≤0,01) als bei den adulten Tieren (Gruppen F, G und H) lag (Abbildung 10). 
Zwischen den Gruppen der Kühe gibt es keine statistisch absicherbaren 
Unterschiede beim Parameter AP-K. 
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Abbildung 10: Verhalten der Gesamt-, Knochen- und Rest-AP-Aktivität im 
Blutserum von Jungrindern (Gruppe E) und Kühen verschiedener 
Laktationsstadien (Gruppen F, G, H) (Medianwerte, 1. und 3. 
Quartile) 
 
Zur leukoAP-Aktivität ergaben sich für die Parameter AP-K und AP-R keine 
statistisch zu sichernden Abhängigkeiten, wie auch aus der Gegenüberstellung der 
leukoAP-Aktivität und der AP-K für die einzelnen Gruppen in Abbildung 11 ersichtlich 
wird. 
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Abbildung 11: leukoAP-Aktivität (relative Fluoreszenzaktivität) und Aktivität der 
AP-K des Serums (U / l x 10) bei Jungrindern (Gruppe E) und 
Kühen verschiedener Laktationsstadien (Gruppen F, G, H) 
(Medianwerte, 1. und 3. Quartile) 
 
 
Beziehungen der AP-K zu anderen erhobenen Parametern in den Gruppen E, F, G 
und H sind in Tabelle 4 zusammengefasst. 
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Tabelle 4: Korrelationen der Knochen-AP zur Zahl der einzelnen Leukozyten 
(ausgewählte Leukozyten-Populationen) und zur Gesamt-AP 
 Korrelationskoeffizienten nach Spearman; *: Signifikanz auf dem Niveau 
von 0,05 (2-seitig), **: Signifikanz auf dem Niveau von 0,01 (2-seitig) 
  Leuko- Granulo- Segment- Lympho- AP-G 
  zyten  zyten  kernige zyten  
 
Gruppe E  0,758* -0,159  -0,329  0,079  0,673* 
Gruppe F  0,372  0,575  0,098  -,0671* 0,900** 
Gruppe G  0,152  -0,717* -0,746* 0,721* 0,709* 
Gruppe H  -0,371  0,943** 0,841* -0,943** -0,200 
 
Gruppen E-H 0,051  -0,505** -0,601** 0,518** 0,841** 
 
 
4.2  Untersuchungen an kranken Rindern 
 
4.2.1  Verhalten der leukoAP bei Kühen mit Labmagenverlagerung 
 
Bei den in die Untersuchungen einbezogenen erkrankten Kühen wurde in acht Fällen 
die Diagnose Dislocatio abomasi gestellt (Tabelle 2, S. 25). Diese Kühe hatten ein 
Alter von 2 bis 8 Jahren (im Mittel 4 Jahre), befanden sich zum Zeitpunkt der 
Untersuchungen 7 Tage bis 12 Wochen post partum und wurden zur 
Patientengruppe 1 zusammengefasst. Es handelte sich um fünf Fälle mit Dilocatio 
abomasi sinistra, zwei Fälle mit Dislocatio ad dextrum cum torsione und eine Kuh mit 
Dislocatio ad dextrum sine torsione. Diese Tiere wurden alle einem operativen 
Eingriff zur Behebung der Labmagenverlagerung (Laparatomie, ggf. Entgasung, ggf. 
Retorsion, Reposition, Omentopexie; Utrechter Methode) und einer entsprechenden 
Nachbehandlung (Antibiose, Behandlung sekundärer Ketosen) unterzogen. 
In einem Fall von rechtsseitiger Labmagenverlagerung mit Drehung von 
Labmagenanteilen (Nr. 360) führte der komplizierte Krankheitsverlauf am siebenten 
Tag p. op. zur Euthanasie des Tieres (Diagnose der pathologischen Untersuchung: 
hochgradige akute ulzerative Abomasitis). Die übrigen Tiere wurden nach 
durchschnittlich 5 Tagen Klinikaufenthalt geheilt entlassen. 
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Die Bestimmung der leukoAP-Aktivität sowie der anderen unter 3.2 aufgezählten 
Parameter erfolgte jeweils an den drei aufeinanderfolgenden Tagen post 
operationem (Tag 1 = 1. Tag p. op.). 
Die leukoAP-Aktivität stieg bei diesen operierten Kühen vom ersten zum dritten Tag 
post operationem an. Die am ersten Tag p. op. ermittelten Aktivitäten unterschieden 
sich signifikant von denen des dritten Tages p. op. (p≤0,05). Gegenüber dem 
Aktivitätsniveau der leukoAP gesunder Kühe (Gruppe G) traten an Tag 1 bis 3 p. op. 
keine statistisch zu sichernden Unterschiede auf (Abbildung 12). Hierbei ist zu 
beachten, dass die Kühe der Patientengruppe 1 im Durchschnitt 1 Jahr älter als die 
Kühe in Gruppe G waren und dass die Patienten einen breiteren Laktationsabschnitt 
(1 bis 12 Wochen p. p.) als die gesunden Kühe in Gruppe G (5-7 Wochen p. p.) 
repräsentierten. 
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Abbildung 12: leukoAP-Aktivität bei acht Kühen mit Labmagenverlagerung 1 bis 
3 Tage nach chirurgischem Eingriff und bei zehn gesunden 
Kühen 5-7 Wochen p.p. (Gruppe G) (Medianwerte, 1. und 3. 
Quartile) 
 
Bei den operierten Tiere war im Untersuchungszeitraum das Ansteigen der leukoAP-
Aktivität mit einem gleichzeitigen Abfall der Leukozytenzahl verbunden (p≤0,05) 
(Abbildung 13). Demgegenüber war der Anteil der stabkernigen neutrophilen 
Granulozyten im Differentialblutbild bei den Tieren der betrachteten Patientengruppe 
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sehr variabel, was zu weitgehend konstanten Medianwerten im 
Untersuchungszeitraum führte (Abbildung 13). 
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Abbildung 13: Verhalten von Leukozytenzahl (G / l), stabkernigen neutrophilen 
Granulozyten (%) und leukoAP-Aktivität (relative Fluoreszenz-
aktivität) bei Kühen mit Labmagenverlagerung (n=8, Patienten-
gruppe 1) 1 bis 3 Tage nach operativem Eingriff (Medianwerte, 1. 
und 3. Quartile) 
 
 
Bei isolierter Betrachtung der Gruppe der Kühe mit linksseitiger 
Labmagenverlagerung (n=5) zeigte sich der Anstieg der leukoAP-Aktivität noch 
deutlicher, wobei hier auch der Anteil der stabkernigen neutrophilen Granulozyten 
tendenziell gleichsinnig anstieg (Abbildung 14). Letzteres war allerdings statistisch 
nicht zu sichern, wie auch die postoperative Abnahme der Leukozytenzahl, die sich 
hier nicht so deutlich zeigte wie bei der Auswertung der Gesamtgruppe. 
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Abbildung 14: Verhalten von Leukozytenzahl (G / l), stabkernigen neutrophilen 
Granulozyten (%) und leukoAP-Aktivität (relative 
Fluoreszenzaktivität) bei Kühen mit Labmagenverlagerung nach 
links (n=5) 1 bis 3 Tage nach operativem Eingriff (Medianwerte, 
1. und 3. Quartile) 
 
Die AP-G im Serum zeigte bei den operierten Kühen den aus Abbildung 15 
ersichtlichen Verlauf. Dabei traten keine statistisch zu sichernden Beziehungen der 
AP-G zu leukoAP-Aktivität, Gesamt-Leukozytenzahl und zum Differentialblutbild auf. 
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Abbildung 15: Verhalten der Gesamtaktivität der AP im Serum von Kühen 1 bis 
3 Tage nach Reposition einer Dislocatio abomasi (Medianwerte, 
1. und 3. Quartile) 
 
 
4.2.2  Verhalten der leukoAP bei Kühen mit fieberhaften Erkrankungen 
 
Neben den Kühen mit Dislocatio abomasi wurden weitere Rinder-Patienten der 
Medizinischen Tierklinik Leipzig in die Untersuchung einbezogen (Patientengruppe 
2). Es handelte sich um acht Kühe im Alter von 2 bis 8 Jahren (im Mittel 4,75 Jahre), 
die im Verlaufe fieberhafter Allgemeinerkrankungen (einzelne Diagnosen siehe 
Tabelle 2, S. 25) mehr als drei Prozent stabkernige neutrophile Granulozyten im 
Differentialblutbild (Nr. 167, 172, 220) und / oder Leukozytenzahlen außerhalb des 
Bereiches 5 - 10 G/l (Nr. 4, 18, 31, 46, 357) zeigten. Vom Eintritt dieses Zustandes 
an wurden bei den betreffenden Patienten an drei aufeinanderfolgenden Tagen (Tag 
1 bis Tag 3) Blutproben entnommen und die unter 3.2 genannten Parameter 
bestimmt. Die Ergebnisse für die einzelnen Patienten sind in Tabelle 5 
übersichtsweise dargestellt. 
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 In zwei von diesen Fällen (Nr.167 und Nr. 357) handelte es sich um Kühe im letzten 
Trächtigkeitsdrittel, die aufgrund der gestellten Diagnose Eihautwassersucht (siehe 
auch Tabelle 2, S. 25) einer Laparatomie (Sectio caesarea) unterzogen wurden. Hier 
wurde analog zu den wegen Dislocatio abomasi laparatomierten Kühen am ersten 
Tag post operationem mit der Erfassung der o.g. Parameter begonnen. Bei diesen 
beiden Patienten ließen sich dabei beim Verlauf der leukoAP-Aktivitäten, 
des Auftretens stabkerniger neutrophiler Granulozyten und der Gesamt-
Leukozytenzahl das gleiche Verhalten wie in der Patientengruppe 1 (Abbildungen 13 
und 14) feststellen. Von den acht Tieren der Patientengruppe 2 wurden fünf nach 
durchschnittlich 10 Tagen geheilt aus der Klinik entlassen, eine Kuh wurde der  
 
Tabelle 5: Übersicht über die ausgewerteten Daten der Patientengruppe 2 (siehe 
auch Tabelle 2, S. 25) (Leukozyten in G/l; Stabkernige in %; leukoAP-
Aktivität in relativer Fluoreszenzaktivität; AP-G in U/l) 
 
 
Nr. 167 Tag 1 Tag 2 Tag 3 
Leukozyten 2,5 3,4 5,4 
Stabkernige 10 28 5 
leukoAP 18,5 20,7 1,4 
AP-G 87 99 100 
Nr. 4 Tag 1 Tag 2 Tag 3 
Leukozyten 14,1 10,4 11,8 
Stabkernige  5 3 1 
leukoAP 6,4 6,6 6,0 
AP-G 94 91 99 
  
Nr. 172 Tag 1 Tag 2 Tag 3 
Leukozyten 5,2 6,7 3,7 
Stabkernige  56 24 10 
lAP-Aktivität 18,1 16,0 2,9 
AP-G 96 110 123 
Nr. 18 Tag 1 Tag 2 Tag 3 
Leukozyten 15,1 4,4 5,3 
Stabkernige 4 10 2 
leukoAP 6,6 6,9 11,4 
AP-G 187 89 174 
  
Nr. 220 Tag 1 Tag 2 Tag 3 
Leukozyten 6,5 4,3 3,2 
Stabkernige  30 22 2 
leukoAP 4,9 6,8 3,4 
AP-G 131 138 97 
Nr. 31 Tag 1 Tag 2 Tag 3 
Leukozyten 13,6 12,3 10,1 
Stabkernige  2 0 12 
leukoAP 6,4 7,8 6,5 
AP-G 78 114 192 
  
Nr. 357 Tag 1 Tag 2 Tag 3 
Leukozyten 10,3 4,1 4,5 
Stabkernige 2 18 6 
leukoAP 2,6 6,5 6,3 
AP-G 84 92 84 
Nr. 46 Tag 1 Tag 2 Tag 3 
Leukozyten 10,4 10,0 10,4 
Stabkernige 3 10 5 
leukoAP 3,8 4,9 4,5 
AP-G 98 113 145 
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Schlachtung zugeführt (Nr. 4), eine weitere euthanasiert (Nr. 46) und eine Kuh 
verendete (Nr. 357). 
Für den Verlauf der leukoAP-Aktivität im Untersuchungszeitraum bei den Tieren der 
Patientengruppe 2 ließ sich ein Abfall der Aktivität von Tag 2 zu Tag 3 statistisch 
sichern (p≤0,05) (Abbildung 16). Weiterhin wurden in dieser Tiergruppe keine 
Abhängigkeiten der leukoAP-Aktivität von der AP-G und der Leukozytenzahl 
gefunden. 
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Abbildung 16: Verhalten von Leukozytenzahl (G / l), leukoAP-Aktivität (relative 
Fluoreszenzaktivität) und AP-G (U / l x 10) bei Kühen mit 
Erhöhung des Anteils an stabkernigen neutrophilen Granulozyten 
und / oder unphysiologischer Leukozytenzahl (Patientengruppe 
2, n=8) (Medianwerte, 1. und 3. Quartile) 
 
Bei Betrachtung des Verhaltens der leukoAP in Verbindung mit dem Auftreten von 
Leukozytenzahlen über 10 G/l bei Tieren der Patientengruppe 2 ließ sich eine 
positive Beziehung dieser beiden Parameter feststellen, was allerdings statistisch 
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nicht zu sichern war (Abbildung 17). Gleiches galt hier für das Verhalten der leukoAP 
bei vermehrtem Auftreten von stabkernigen neutrophilen Granulozyten. Auch diese 
Beziehung war von der Tendenz her positiv, ließ sich aber statistisch nicht sichern 
(Abbildung 18). 
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Abbildung 17: Streudiagramm und Trendkurve der Beziehung zwischen 
leukoAP (Fluoreszenzaktivität) und Leukozyten-Zahl (> 10 G/l) 
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Abbildung 18: Streudiagramm und Trendkurve der Beziehung zwischen 
leukoAP (Fluoreszenzaktivität) und stabkernigen neutrophilen 
Granulozyten (%) 
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Abbildung 19: Verlauf des Anteils stabkerniger neutrophiler Granulozyten im 
Differentialblutbild bei der Patientengruppe 2 (Medianwerte, 1. 
und 3. Quartile) 
 
Bei gleichzeitiger Betrachtung des leukoAP-Aktivitätsverlaufes und des Aufkommens 
an stabkernigen neutrophilen Granulozyten bei den Tieren der Patientengruppe 2 an 
den aufeinanderfolgenden Untersuchungstagen fällt auf, dass bei beiden Parametern 
die höchsten Medianwerte am Tag 2 erreicht werden (Abbildung 16 und 19). 
Die Tendenz zu hohen leukoAP-Aktivitäten bei hohem Aufkommen an stabkernigen 
neutrophilen Granulozyten, die bei einzelnen Tieren der Patientengruppe 2 deutlich 
wird (vergleiche Tabelle 5), war für die gesamte Gruppe ebenso wie die Erhöhung 
der stabkernigen neutrophilen Granulozyten am Tag 2 statistisch nicht zu sichern. 
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5.  Diskussion 
 
Die durchflußzytometrische Bestimmung der leukoAP-Aktivität in Leukozyten bietet 
gegenüber dem herkömmlichen Verfahren der Index-Bestimmung am Blutausstrich 
(KAPLOW 1964) verschiedene Vorteile. So kann davon ausgegangen werden, dass 
mit der durchflußzytometrischen Methode ein höherer Grad der Genauigkeit erreicht 
wird, da hierbei einerseits in jeder einzelnen Probe 10000 Zellen (bei der 
herkömmlichen Methode 100) zur Auswertung gelangen und andererseits die 
apparative Messung von Fluoreszenzlicht-Intensitäten im Durchflußzytometer ein 
geringeres Fehlerpotential aufweisen dürfte als die „manuelle“ Einordnung 
verschieden stark angefärbter Zellen eines Blutausstriches in die zugehörigen 
Reaktionsklassen beim herkömmlichen Verfahren. Weiterhin ist der Grad der 
Standardisierbarkeit beim durchflußzytometrischen Verfahren mit großer 
Wahrscheinlichkeit höher als beim konventionellen Verfahren, bei dem zwar 
weitgehend objektive Merkmale der einzelnen Reaktionsklassen existieren 
(MERKER u. HEILMEYER 1960), die Einordnung der einzelnen Ereignisse in diese 
jedoch subjektiven Einflüssen unterworfen sein dürfte. Als deutlicher Nachteil der 
durchflußzytometrischen Bestimmungsmethode gegenüber der Auswertung von 
Blutausstrichen muss der viel höhere apparative Aufwand genannt werden. 
Das verwendete Verfahren der Isolation von peripheren Leukozyten des Rindes 
mittels eines sogenannten Lyse-Puffers stellt im Vergleich zu herkömmlichen 
Verfahren (KREMER et al. 1992) einen labortechnischen Fortschritt durch den 
wesentlich vereinfachten und verkürzten Lysevorgang dar. Die von den so 
hergestellten Leukozytenpräparaten abgeleiteten durchflußzytometrischen 
Messungen werden als hinreichend präzise angesehen, da bei den 
Präzisionskontrollen mindestens 80 % der Resultate im Bereich der einfachen und 
100 % im Bereich der doppelten absoluten Standardabweichung lagen (Tabelle 3). 
Die im Ergebnis der Untersuchungen gesicherte positive Beziehung der leukoAP zu 
den neutrophilen Granulozyten untermauert die bisherigen Erkenntnisse zur 
Lokalisation des Enzyms (BURVENICH u. VAN DER STOCK 1975). 
Die erhobenen Befunde (AP-G, AP-K, Differentialblutbild und Leukozytenzahl) bei 
den gesunden Rindern stehen in Übereinstimmung mit Literaturdaten (BOSTEDT 
1983, JAIN 1993, KNYRIM 1993, KRAFT u. DÜRR 1999). Dies zeigt, dass die Tiere 
tatsächlich gesund waren. 
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Die ermittelten Referenzwerte für leukoAP-Aktivität bei gesunden Rindern der 
verschiedenen Altersklassen und Laktationsstadien zeigen, dass die leukoAP immer 
dann höhere Aktivitäten erreicht, wenn höhere Anforderungen an die Abwehrleistung 
des Organismus im Zusammenhang mit Anpassungsvorgängen (Kälber, 3-4 Wochen 
alt) und Hochleistungen des Stoffwechsels (Kühe 5-7 Wochen post partum) gestellt 
werden (Abbildung 7). 
Die Höhe der leukoAP-Aktivität in den verschiedenen Altersklassen der gesunden 
Rinder verläuft unabhängig von der generellen Altersabhängigkeit der AP-G und der 
AP-K (KNYRIM 1993). Demnach wird der Serum-Gehalt an AP-G und AP-K 
hauptsächlich von der Intensität der Skelettentwicklung bzw. von Knochenumbau-
Vorgängen bestimmt, wobei der Aktivitätsverlauf der leukoAP als intrazelluläres 
Enzym, das nicht dem Zu- und Abstrom im Serum unterliegt, davon unabhängig ist. 
Ein andererseits denkbarer Bezug der leukoAP-Aktivität zu allgemeiner 
Stoffwechselaktivität in verschiedenen Alters- und Laktationsphasen z.B. im Sinne 
steigender Serum-AP-Aktivität bei schweren Leberbelastungen erscheint 
unwahrscheinlich. Ebenso werden Veränderungen der leukoAP-Aktivität bei 
Belastungen des Säure-Basen-Haushaltes, z.B. ähnlich der sinkenden Serum-AP-
Aktivität bei azidotischen Belastungen oder bei Durchfällen (KNYRIM 1993), nicht 
vermutet. 
Bei der Betrachtung des Zusammenhanges der Parameter leukoAP-Aktivität und 
Gesamt-Leukozytenzahl fällt auf, dass in Phasen höherer Anforderungen an die 
körpereigene Abwehr bzw. in Stress-Situationen allgemein bei den gesunden 
Rindern ein Anstieg der Gesamt-Leukozytenzahl mit einem Anstieg der leukoAP-
Aktivität verbunden ist. So zeigen sich Tendenzen zur positiven Beziehung beider 
Parameter in den Gruppen A (Kälber, 3-4 Wochen alt) sowie F und G (Kühe, 
peripartal), wobei die statistische Absicherung dieses Zusammenhanges nur für die 
trockenstehenden Kühe (Gruppe F) gelingt. In diesem Zusammenhang muss auch 
der stimulierende Einfluss von Cortisol (bzw. ACTH) und Retinsäure auf die Höhe der 
leukoAP beachtet werden (SATO et al. 1985 b) 
Demgegenüber stellt sich die Situation bei den untersuchten Patienten mit Dislocatio 
abomasi folgendermaßen dar: während des Abfalls der Gesamt-Leukozytenzahl in 
teilweise leukopenische Bereiche steigt die leukoAP-Aktivität in größtenteils direkter 
Proportionalität zur Erhöhung des Anteils stabkerniger neutrophiler Granulozyten an 
(Abbildung 13). Daraus kann entnommen werden, dass in den aus dem 
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Knochenmarkspool vermehrt mobilisierten jugendlichen neutrophilen Granulozyten 
und in den stabkernigen neutrophilen Granulozyten unter dem Einfluß von 
Entzündungsmediatoren die potentiell höchste leukoAP-Aktivität induzierbar ist. Ein 
weiteres Argument für diesen Zusammenhang ist in der statistisch nicht zu 
sichernden Tendenz zu einer positiven Beziehung der leukoAP-Aktivität mit dem 
Anteil stabkerniger neutrophiler Granulozyten in der Gruppe der operierten Patienten 
zu sehen, wobei zu beachten ist, dass auch bei den gesunden Rindern hier keine 
gesicherte Korrelation besteht. 
Die Übereinstimmung der Ergebnisse der Untersuchung von VAN WERVEN et al. 
(1998), die bei Kühen nach experimenteller Infektionsbelastung einen Abfall der 
leukoAP-Aktivität am Tag 1 und Anstiege am Tag 2 und Tag 3 nach Infektion 
beschreiben, mit den eigenen Ergebnissen bei den Patienten ist augenfällig. Bei den 
postoperativen Verläufen der leukoAP-Aktivität bei mit der Diagnose Dislocatio 
abomasi laparatomierten Patienten sind einerseits am ersten Tag post operationem 
ein Abfall und andererseits ein Anstieg über Tag 2 und 3 zu verzeichnen (Abbildung 
12). Hierzu ist die Tendenz zu steigender leukoAP-Aktivität bei sinkender 
Leukozytenzahl (statistisch gesicherter Zusammenhang, siehe Abbildung 13) zu 
beachten, die besonders stark bei Patienten mit Erhöhung des Anteils stabkerniger 
neutrophiler Granulozyten nachweisbar ist. Dieser Zusammenhang weist darauf hin, 
dass eine Erhöhung der leukoAP-Aktivität besonders bei leukopenischen Zuständen 
auftritt, die gekennzeichnet sind durch massenhaftes Zugrundegehen in erster Linie 
reiferer neutrophiler Granulozyten und daraus resultierend einer überstürzten 
Freisetzung von jugendlichen neutrophilen Granulozyten und von zum Teil noch 
unreiferen Zellstadien. Auch die unterstellte Endotoxin-Detoxifikationsfunktion von 
leukoAP könnte durch dieses Konzept bestätigt werden, da in den untersuchten 
leukopenischen Zuständen der Patienten post operationem mit hoher 
Wahrscheinlichkeit von erhöhten Endotoxinbelastungen und damit von Belastungen 
für die antioxidative Kapazität der Tiere auszugehen ist (FÜRLL et al 2000 b). 
Weiterhin fällt auf, dass der postoperative Verlauf der leukoAP-Aktivität bei den 
laparatomierten Patienten die gleiche Dynamik aufweist wie die bei FÜRLL et al. 
(2000 b) beschriebenen SOD-Aktivität bei Kühen mit Labmagenverlagerung nach 
Reposition. Dies lässt einerseits Rückschlüsse auf ein Mitwirken der leukoAP bei der 
Entgiftung reaktiver Sauerstoffspezies zu; andererseits ergibt sich hier wieder die 
Verbindung von leukoAP-Aktivität und Endotoxin-Abbau. 
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Die potentielle Leistung der neutrophilen Granulozyten beim Endotoxin-Abbau 
könnte möglicherweise mit von der leukoAP-Aktivität abhängen und gleichzeitig ein 
prädisponierender Faktor bei der Pathogenese der Labmagenverlagerung sein. So 
finden FÜRLL et al. (2000 a) bei Kühen vor Labmagenverlagerungen häufig einen 
Abfall der Gesamt-Leukozyten und gleichzeitigen Anstieg der 
Endotoxinkonzentration. 
Die ermittelten Serum-AP-Aktivitäten (AP-G) bei den gesunden Tieren lagen mit der 
deutlichen Altersabhängigkeit (wachsende Tiere mit entsprechend höheren 
Aktivitäten als Erwachsene) im erwarteten Bereich (Abbildung 9). Zwischen den 
Aktivitäten von AP-G und leukoAP sind weder bei den gesunden Rindern noch bei 
den Patienten statistisch zu sichernden Zusammenhänge darstellbar. Allerdings 
erscheint eine gegenseitige Beeinflussung der Aktivitätsniveaus von AP-G und 
leukoAP, die zu verfälschten Analysenergebnissen führen könnte, allein schon 
aufgrund der voneinander abgegrenzten histologischen Reaktionsräume 
unwahrscheinlich. 
Bei der Auswertung der Verläufe und Beziehungen des Knochen-Isoenzyms der AP 
bei den gesunden Tieren fallen außer den gegenüber den Gruppen der Kühe 
(Gruppen F, G und H) signifikant höheren Aktivitäten bei den einjährigen Jungrindern 
(Gruppe E) keine weiteren Abhängigkeiten dieses Parameters auf (Abbildungen 10 
und 11). 
Die fehlenden statistisch sicherbaren Zusammenhänge bei den Ergebnissen der 
Patientengruppe 2 sind mit auf die Heterogenität der Krankheitsbilder dieser Tiere 
zurückzuführen. Auffällig erscheint hierbei, dass sich nur bei den Patienten dieser 
Gruppe, die einer Laparatomie unterzogen wurden (Diagnose: Eihautwassersucht) 
Abhängigkeiten des Parameters leukoAP-Aktivität zu Gesamt-Leukozytenzahl und 
Aufkommen an stabkernigen neutrophilen Granulozyten, wie für die Patientengruppe 
1 beschrieben, ergeben. 
Die Anwendbarkeit des beschriebenen Verfahrens unter den Bedingungen von Klinik 
und Praxis muss vor allem in Hinblick auf die wirtschaftlichen Rahmenbedingungen 
der weiterführenden Diagnostik beim Nutztier Rind zunächst als gering eingeschätzt 
werden. Zusätzlich schränkt die kurze Lagerungszeit des Probenmaterials für die 
leukoAP-Bestimmung (maximal 6 Stunden) die Anwendungsmöglichkeiten weiter ein. 
Andererseits erscheint die Verwendung des Verfahrens zur durchflußzytometrischen 
leukoAP-Bestimmung für Klinik-Einrichtungen mit Zugang zur entsprechenden 
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Gerätekapazität doch sinnvoll, da aus Sicht der durchgeführten Untersuchungen 
speziell bei laparatomierten Kühen in der postoperativen Phase Aktivitätserhöhungen 
der leukoAP im Zusammenhang mit vermehrtem Auftreten von stabkernigen 
neutrophilen Granulozyten auf eine Steigerung der Ausschüttung von 
Entzündungsmediatoren und / oder auf steigende Endotoxin-Schadwirkung 
hindeuten, wodurch therapeutische Maßnahmen zur Gegensteuerung 
möglicherweise unmittelbarer ergriffen werden können. 
Es erscheint angebracht, die Möglichkeiten der durchflußzytometrischen leukoAP-
Bestimmung für die weiterführende Analyse der intra- und interzellulären Vorgänge 
bei der Auseinandersetzung des Organismus mit Entzündungsmediatoren und 
bakteriellem Endotoxin zu nutzen. 
In einem weiteren Schritt zum Ausbau der Analysemethode wäre eine 
Faktorbestimmung zur Umsetzung der relativen Messwerte (relative 
Fluoreszenzaktivität) in absolute Angaben zur leukoAP-Aktivität [U/l] denkbar. 
 
Im Hinblick auf die eingangs formulierten Zielstellungen können somit folgende 
Schlussfolgerungen gezogen werden: 
1. Die Methode zur Bestimmung der relativen Aktivität der leukoAP konnte für 
das Rind adaptiert werden und ist damit für diese Tierart anwendbar. 
2. Es sind in der vorliegenden Studie Referenzwerte erstellt worden. Ihre 
Höhe ist abhängig von Alter und Laktationsstadium. 
3. Bei Rindern mit entzündlichen Erkrankungen sind eine 
Kernlinksverschiebung der neutrophilen Granulozyten und von 
physiologischen Verhältnissen abweichende Gesamt-Leukozytenzahl mit 
einer Aktivitätsänderung der leukoAP in den neutrophilen Granulozyten des 
peripheren Blutes verbunden. Der Parameter leukoAP ist für die 
weiterführende Diagnostik bei Kühen mit Labmagenverlagerung geeignet. 
4. Die praktische Anwendung des Verfahrens setzt eine vorhandene 
Gerätekapazität voraus, was in aller Regel auf Speziallaboratorien 
begrenzt ist. 
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Die leukozytäre alkalische Phosphatase (leukoAP) wird in der Humanmedizin zur 
Charakteristik stabkerniger neutrophiler Granulozyten und damit der Feststellung 
leukozytärer Reaktionen im Sinne der Linksverschiebung genutzt. Des weiteren dient 
die quantitative Erfassung der leukoAP der Funktionsbeschreibung dieser Zellart. Im 
Vergleich dazu liegen bisher beim Rind nur wenige Untersuchungen vor. Ziel dieser 
Arbeit war es deshalb, entsprechende Grundlagen für diese Tierart zu erarbeiten, 
d.h., die Bestimmungsmethodik an Rindergranulozyten zu adaptieren, Referenzwerte 
zu definieren sowie klinische Bezüge bei ausgewählten Krankheiten zu prüfen. 
Die Untersuchungen wurden an gesunden weiblichen Kälbern im Alter von drei bis 
vier (n = 13), sechs bis acht (n = 13) und 12 bis 14 Wochen (n = 11), weiblichen 
Jugrindern im Alter von sechs (n = 9) und zwölf Monaten (n = 10) sowie dreijährigen 
Kühen in der Trockenstehperiode (n = 11), fünf bis sieben Wochen (n = 10) sowie 12 
bis 14 Wochen post partum (n = 6) durchgeführt. Außerdem wurden Kühe mit 
Dislocatio abomasi (n = 8) und mit weiteren Erkrankungen (n = 8) analysiert. Zur 
Analytik der leukoAP wurde ein durchflußzytometrisches Verfahren für Rinder 
adaptiert, das eine schnellere und genauere Arbeit als das herkömmliche Verfahren 
der leukoAP-Index-Bestimmung ermöglicht. Weiterhin wurden die Aktivitäten der AP 
und dessen Knochenisoenzyms im Blutserum sowie das Leukogramm bestimmt.  
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Die Bestimmung der leukoAP ist auf der Basis der Diazoniumfärbung auch beim 
Rind durchflußzytometrisch mit großer Präzision und hohem Probendurchsatz 
möglich. 
Die leukoAP-Aktivitäten (relative Fluoreszenzaktivitäten) zeigen eine 
Altersabhängigkeit. Sie bewegen sich bei drei bis vier Wochen alten gesunden 
Kälbern zwischen 2,2 bis 5,7 (Mittelwert: 3,8), sinken kontinuierlich bis in den Bereich 
1,9 bis 4,3 (Mittelwert: 2,8) bei 12 bis 14 Wochen alten Kälbern ab (p≤0,05), um bis 
auf 2,6 bis 5,5 (Mittelwert: 4,2) bei einjährigen Jungrindern wieder signifikant (p≤0,05) 
anzusteigen. 
Bei gesunden, trockenstehenden dreijährigen Kühen sowie Kühen 12 bis 14 Wochen 
post partum schwanken die leukoAP-Aktivitäten zwischen 1,2 bis 9,7 (Mittelwerte bei 
3,3 bzw. 3,6). Im Zeitraum fünf bis sieben Wochen post partum ist die leukoAP-
Aktivität mit 2,1 bis 8,2 (Mittelwert: 5,3) signifikant (p≤0,05) höher. 
Bei der Gesamtheit der untersuchten gesunden Rinder korreliert die leukoAP weder 
mit der Zahl der Leukozyten (gesamt), der stabkernigen neutrophilen Granulozyten, 
der segmentkernigen neutrophilen Granulozyten, der Monozyten, noch mit der Zahl 
der Lymphozyten systematisch gesichert. Andererseits sind Beziehungen zu diesen 
Parametern für einzelne Alters- und Laktationsgruppen nachweisbar. 
Die leukoAP korreliert weder mit der Gesamtaktivität noch mit dem 
Knochenisoenzym der AP im Serum. Kühe haben einen Tag nach Reposition einer 
Dislocatio abomasi leukoAP-Aktivitäten von 2,4 bis 7,4 (1. und 3. Quartil). Innerhalb 
von drei Tagen post repositionem steigt die leukoAP-Aktivität in den Bereich 5,1 bis 
11,5 signifikant an, während die Leukozytenzahl sinkt (p≤0,05). Bei Kühen mit 
linksseitiger Dislocatio abomasi verlaufen die leukoAP-Aktivität sowie der Anteil 
stabkerniger neutrophiler Granulozyten postoperativ parallel. Bei Kühen mit 
entzündlichen Erkrankungen (Klauensohlengeschwüre, Retentio secundinarum, 
Pneumonie, Ekzem) sind z.T. stark erhöhte leukoAP-Aktivitäten feststellbar. Sie 
gehen tendenziell mit einem Anstieg der stabkernigen neutrophilen Granulozyten 
sowie mit Leukozytose einher, im Einzelfall besteht jedoch nicht immer dieser Trend. 
Die Bestimmung der leukoAP ist nur bei gegebenen technischen Voraussetzungen 
eine auch bei Rindern einfach durchführbare Methode zur Charakteristik der 
neutrophilen Granulozyten mit altersabhängigen Differenzen. Bei Dislocatio abomasi 
besteht eine Reduzierung der leukoAP-Aktivität, die post repositionem jedoch 
erheblich zunimmt. 
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6.1 Summary 
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Leukocyte alkaline phosphatase (leukoAP) is used in the human medicine to 
characterize unsegmented neutrophile granulocytes and thereby to diagnose 
leukocyte reactions in terms of a leftward shift. Furthermore, the quantitative capture 
of leukoAP serves as a functional description of this cell type. To our knowledge, only 
little investigation has been done on cattle. Therefore, this dissertation aimed to 
acquire an equal basis for this species, i.e. to adapt the methodology of 
determination, to define reference values, and to examine relevant relationship for 
selected diseases. 
Healthy female calves aged between three and four (n = 13), six and eight (n = 13), 
and between twelve and fourteen weeks (n = 11), cows aged six (n = 9) and twelve 
months (n = 10), three-year-old cows ante partum (n=11), and ten cows between five 
and seven as well as six cows between twelve and fourteen weeks post-partum were 
used in the study. In addition, eight cows with abomasal dislocation and another eight 
with other complications were examined. For analyzing leukoAP we adapted flow 
cytometry for cattle which delivers faster and more exact determination than the 
conventional method of leukoAP index determination. Moreover, the activity of 
alkaline phosphatase (AP) in blood serum and its iso-enzymes in the bone as well as 
leukogrammes were determined. 
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The flow cytometrical determination of leukoAP activity was based upon the 
diazonium staining technique which also provides an accurate measurement in a 
large number of samples for cattle. 
The leukoAP activities (given as a relative fluorescence activity) showed age 
dependency: they ranged between 2.2 and 5.7 (mean value 3.8) in calves of 3 to 4 
weeks in age, and decreased continuously and significantly (p≤0,05) to 1.4 - 4.3 
(mean value 2.8) in calves between 12 and 14 weeks of age, but increased again 
significantly (p≤0,05) ranging between 2.6 – 5.5 (mean value 4.2) in one-year-old 
cattle. 
In healthy cows, ante partum and 12 to 14 weeks post-partum, differed the leukoAP 
activity between 1.2 and 9.7 (mean value 3.3 and 3.6, respectively), whereas in cows 
5-7 weeks post-partum the leukoAP activity was significantly greater reaching 2.1 to 
8.2 (mean value 5.3, p≤0,05). 
For healthy cattle, leukoAP correlated neither with the total number of leukocytes, 
unsegmented neutrophile granulocytes, monocytes nor with the number of 
lymphocytes. In addition, leukoAP correlated neither total activity nor with serum AP 
and its iso-enzymes in the bone. 
One day after replacing the abomasal dislocation (between 1st and 3rd quartile) cows 
showed a significant decrease in leukoAP activity (2.4 - 7.4) vs. healthy cows after 
the same period of time post-partum. This parameter increased, however, 
significantly three days post-operative (5.1-11.5), whereas the number leukocytes 
decreased (p≤0,05). 
In cows with left side abomasal dislocation, leukoAP activity and the number of 
unsegmented neutrophile granulocytes post-operative developed concomitantly. 
We found enhanced leukoAP activity in cows with different inflammatory disorders 
such as sole ulcer, placenta retention, pneumonia and eczema which provably 
(p≤0,05) corresponded with an increased number of unsegmented neutrophile 
granulocytes and partly leukocytosis. However, for isolated cases this trend did not 
always show. 
Determining the leukoAP is, hence, a method for characterizing neutrophile 
granulocytes depending on age differences and is only practible for cattle if the 
required technical conditions are given. During abomasal dislocation, leukoAP 
activity decreased, but increased considerably after post-operative replacement. 
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